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Einleitung

A  Einleitung

1 Allgemeines Uber den Hopfen

Botanische Beschreibung und Anbau

Der Hopfen (Humulus lupulus L.) gehort zu der Familie der Hanfgewachse
(Cannabaceae) und der Ordnung der Nesselgewachse (Urticales) an. Es handelt
sich um eine didzische (zweihausige) Staude, es gibt also weibliche und mannliche
Pflanzen. Nur die weiblichen Pflanzen bilden als Bluten Dolden (siehe Abb. 1), die

durch Windbestaubung befruchtet werden.

Abbildung A-1: Weiblicher Hopfen

Der Hopfen wird bis zu 50 Jahre alt, mehrjahrig ist aber nur der Wurzelstock, die
oberirdischen Teile sind einjahrig und sterben im Herbst ab. Im April beginnen die
neuen Triebe am Wurzelstock zu spriel3en. lhre nicht selbsttragende Achse schlingt
sich linkswindend an anderen Pflanzen bzw. am Aufleitdraht empor. Bis Anfang Juli
erreicht die Staude eine Hohe bis zu sieben Metern. Die Blutezeit reicht von Anfang
bis Mitte Juli. Die mannlichen Blutenstande sind achselstandige, lockere,
rispenartige, in den letzten Verzweigungen wickelartige Trugdolden. Die weiblichen
Blutenstande bestehen aus 60 Einzelbliten. Es handelt sich um dichtblitige

Scheinahren, an kurzen Zweigen end- und seitenstandig, mit Lupulindrisen besetzt.

-1 -
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Die Hopfenblatter sind gegenstandig (an den weiblichen Blutenzweigen zweizeilig
angeordnet), lang gestielt, grobgesagt und rauhhaarig. Bei der Ernte im September
werden die Pflanzen kurz Uber dem Boden abgeschnitten. Das Pflucken und
Reinigen der Hopfendolden erfolgt maschinell. Die getrockneten Hopfendolden

koénnen fir den Bierbrauprozess ohne weitere Aufarbeitung verwendet werden.

2 Inhaltsstoffe im Hopfen

Hopfen ist ein wichtiger Aromalieferant fur die Bierbrauerei. Die gelbgefarbten
Lupulinkdrper, enthalten die Bitterstoffe des Hopfens und daneben &therische Ole,

Polyphenole, Proteine etc (s. Tabelle 1):

Tabelle A-1: Inhaltsstoffe getrockneter Dolden [1, 2]

Inhaltsstoffe Anteil [%]
a-Sauren (Humulone) 2-17
B-Sauren (Lupulone) 2-10
Atherische Ole (Terpene) 0,5-3
Polyphenole (Naringenine, Chalkone) 3-6
Monosaccharide 2
Aminosauren 0,1
Proteine 15
Lipide 1-5
Pektin 2
Asche 10
Wasser 8-12
Cellulose, Lignin 40 - 50

Den Bitterstoffen kommt grof3e wirtschaftliche Bedeutung zu. Sie werden in den
Klassen der a-Sauren (Humulone, II) und der (-Sauren (Lupulone, Ill)

zusammengefasst. Die zugrundeliegende Basisstruktur ist das Phloroglucin (1,3,5-
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Trihydroxybenzol, 1), dessen Derivate in zahlreichen Pflanzen nachgewiesen werden
konnten [3](siehe Abb. A-2).

Abbildung A-2: Struktur des Phloroglucins () und der Hopfenbitterstoffe [4], R=
Alkylrest

Flavonoide sind sehr haufig auftretende sekundare Pflanzenstoffe, die innerhalb der
Gruppe der Polyphenole eine groRe Strukturvielfalt besitzen. Sie kommen ubiquitar
bei hoheren Pflanzen vor und fehlen vollstandig im gesamten Tierreich sowie bei
Bakterien, Pilzen und Algen. Flavonoide bestehen prinzipiell aus zwei aromatischen
Kohlenstoffringen (A-Ring und B-Ring) sowie einem heterozyklischen Ring. Der
Name leitet sich vom lateinischen flavus = gelb ab und bericksichtigt damit, dass die
meisten dieser Substanzen in reiner Form eine gelbliche Farbe haben [5].
Mittlerweile sind laut DGE mehr als 6500 Verbindungen bekannt, die je nach

Grundstruktur in verschiedene Gruppen eingeteilt werden.

A-Ring B-Ring

Abbildung A-3: Allgemeine Struktur von Chalkonen

Eine interessante Gruppe der Flavonoide sind die Chalkone, denen der
heterozyklische Ring fehlt und deren Grundstruktur in Abbildung A-3 dargestellt ist.
Prenylierte Chalkone sind die wesentlichen Bestandteile der phenolischen Fraktion

im Hopfen. Der wichtigste Vertreter der prenylierten Chalkone im Hopfen ist das

-3-
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Xanthohumol (2',4’,4-Trihydroxy-6’-methoxy-3’-prenylchalkon), welches zwischen
0,1-1% des Trockengewichtes [5] ausmacht, und bereits 1913 von Powers et al.
entdeckt wurde [6]. Seitdem ist es zahlreichen pharmakologischen Tests unterzogen

worden.

3 Verschiedene prenylierte Chalkone im Hopfen

Neben Xanthohumol wurden bisher auch weitere Minorchalkone (siehe Abbildung A-
4) in Hopfen gefunden [5, 7, 8]. FUr diese Substanzen wurden bisher allerdings nur
sehr wenige pharmakologische Tests durchgefuhrt. Dies ist darauf zurickzuflhren,
dass die Konzentration im Vergleich zu Xanthohumol deutlich geringer ist und sie
deshalb viel schwerer zuganglich sind [9]. Ein Teil dieser Minorverbindungen sollten

in dieser Arbeit synthetisch hergestellt werden.

HO O OCH; O OH
= ™
OH O

Xanthohumol

o) O OCH; O OH
HO N
OH O

Xanthohumol B

R3
R,0 OR; OH
L
R4
OH O

R1, Rz’ R3 =H, R4 = Prenyl Desmethylxanthohumol

R1, R3= H, R2= Me, R4= Prenyl Xanthogalenol

R1, R2= Me, R3 =H, R4= Prenyl 4’-O-Methylxanthohumol

R1, Rz, R3 =H, R4 = Geranyl 3’-Geranylchalconaringenin
R1, R2= H, R3, R4= Prenyl 3’,5’-Diprenylchalconaringenin
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R1 = Me, R2= H, R3, R4= Prenyl 5’-Prenylxanthohumol

R1, R2= Me, RS, R4= H Flavokawin

0 OCH, OH
SOUNS
OH O

Xanthohumol C

Xanthohumol D

Xanthohumol E

a,3- Dihydroxanthohumol

iso-Dehydrocyloxanthohumol-hydrat

Abbildung A-4: In Humulus lupulus identifizierte Chalcone

Neue Studien zeigen, dass Flavanone in basischer Losung und unter Erwarmung
aus den Chalkonen durch Zyklisierung entstehen kdnnen [10, 11, 83]. Die meisten
der isolierten Chalkone besitzen eine freie 2’-Hydroxygruppe und kdnnen so zu ihren

korrespondierenden Flavanonen isomerisieren (siehe Abbildung A-5).
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OH O (OH")

Abbildung A-5: Basenkatalysierte Zyklisierung der Chalkone

Diese Reaktion kann auch fur die Synthese von Flavanonen eingesetzt werden [10].
Dabei entsteht ein Produktgemisch beider Enantiomere. Nach dieser Methode
stellten Verzele et al. [11] bereits 1957 aus Xanthohumol Isoxanthohumol (4’,7-

Dihydroxy-5-methoxy-8-(3"-methylbut-2”-enyl)flavanon her.

4 Synthese bisher bekannter prenylierter Chalkone im Hopfen

Zu Beginn dieser Arbeit waren chemische Synthesen in der Literatur bisher nur far
nicht-prenylierte Chalkone mit Ausnahme von Desmethylxanthohumol bekannt. Bis
dahin mussten alle Verbindungen aus Hopfen isoliert werden. Durch das wachsende
Interesse an diesen Verbindungen sind mittlerweile jedoch weitere Synthesen fur
Xanhohumol von Khupse et al. [13] und Vogel et al. [14], Desmethylxanthohumol von

Diller et al. [12] und Xanthohumol C von Lee et al. [15] veroffentlicht worden.

5 Metabolisierung

Der Stoffwechsel oder der Metabolismus steht fur die Aufnahme, den Transport und
die chemische Umwandlung von Stoffen in einem Organismus sowie die Abgabe von
Stoffwechselendprodukten an die Umgebung. Da Xanthohumol das dominierende
Chalkon in Hopfen ist, ist es von grollem Interesse seine Metabolisierung im
menschlichen Korper zu untersuchen. Durch Metabolisierung in Phase | und Il
konnte es auch zu pharmakologisch aktiven Metaboliten umwandelt werden, die mit
zur Wirkung des Xanthohumols beitragen kénnen. Bis heute ist allerdings noch nicht
viel Uber die genaue Metabolisierung und die biologische Verfugbarkeit von

Xanthohumol bekannt. Yilmazer et al. [16, 17] untersuchten 2001 die Metabolisierung

-6 -
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von Xanthohumol in Ratten. Sie identifizierten vier Phase-I-Metaboliten, die sich aus
einer Oxidation an der Prenylkette ableiteten und zwei Phase-lI-glucuronide.

Die erhaltenen Hauptmetabolite scheinen sich von der Epoxid Zwischenstufe a
(siehe Abbildung A-6) abzuleiten, wobei die zyklischen Xanthohumol Derivate b und
¢ durch einen intramolekularen nucleophilen Angriff entstehen kdénnten. Metabolit d

ist das dehydratisierte Produkt von c.

Zyklisierung der Prenylseitenkette mit der Hydroxylgruppe an C-4‘ bei Xanthohumol-
Metaboliten:

Metaboliten des Xanthohumols mit nicht zyklischer, sauerstoffhaltiger

Prenylsubstitution:
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Zyklisierung der Prenylseitenkette mit dem Sauerstoff an C-2° bei Metaboliten des

Xanthohumols:

HO OCH3s HO OCHz HO OCHz HO OCH3 HO OCHs3
\\ HO \\ gjin/\\ \\ \\
O O O O o} O O O o O
HO
HO

HO

p q r s t

Abbildung A-6: Aus Xanthohumol entstehende Phase | Metaboliten in Ratten und
Lebermikrosomen [5, 18, 19]. Die Metaboliten b, d, k und m sind dabei humanen

Ursprungs.

Eine detaillierte in vivo Studie von Nookandeh et al. [18] identifizierte 22 Metaboliten
von Xanthohumol in Rattenkot, zwei davon mit Flavanonstruktur. Die Ubrigen hatten
eine Chalkon-Grundstruktur mit unverandertem oder abgewandeltem Rest (siehe
Abb. A-6). Die Modifikation des Prenylsubstituenten durch Hydroxilierung und/oder
Zyklisierung kann zur Bildung eines Pyran- oder Furanring mit einer der
angrenzenden 2‘- oder 4‘-Hydroxygruppe fuhren. Von den gefundenen Metaboliten
enthalten acht eine zyklische Prenylsubtitution an der die Hydroxygruppe an C-4’
beteiligt ist (b, d, e-j), finf eine zyklische Prenylsubtitution mit dem Sauerstoff am C-
2 als Heteroatom (p-t). Drei Metaboliten besitzen eine nicht geschlossene
hydroxylierte Prenylseitenkette (k, |, 0). Die verbleibenden Verbindungen wurden als
Isoxanthohumol, Isoxanthohumol analog Verbindung o (4’,4-Dihydroxy-3’(3”-
hydroxy-3”-methylbutyl)-6’-methoxyflavanon), Xanthohumol-4‘-O-glucuronid,
Xanthohumol-4-O-methylether, Xanthohumol-4-O-acetat und als a,B-Epoxid von
Xanthohumol identifiziert.

Nikolic et al. [19] untersuchten in vitro die oxidative Metabolisierung von
Xanthohumol in menschlichen Lebermicrosomen. Dabei wurden vier
Hauptverbindungen und zwei in geringerem Ausmal} detektiert. Den gréReren Anteil
bildeten zwei Metabolite mit abgewandelter nicht zyklischer Prenylseitenkette
(Verbindung k und m), eine Verbindung mit Benzodihydrofuran-Struktur (Verbindung
b) und eine Struktur analog Xanthohumol mit zwei Hydroxygruppen in 3 und 4

Position am B-Ring. Von den zwei Minorkomponenten konnte nur eine identifiziert

-8-
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werden. Es handelt sich hierbei um eine Benzoisochromen-Struktur (Verbindung d).
(siehe Abb. A-6)

6 Biologische Wirkungen

6.1 Medizinische Anwendung im Mittelalter

Neben der Verwendung im Prozess des Bierbrauens als Aromalieferant, wurde
schon frih die heilende Wirkung des Hopfens genutzt. Mattioli [20] berichtet von der
abfUhrenden, harntreibenden und blutreinigenden Wirkung. Der Verzehr der
Hopfenwurzel helfe ferner bei Obstipation [21]. Als Desinfektionsmittel solle man
einen wassrigen Hopfenextrakt verwenden, um ,Feulung und den Gestank® zu
vertreiben. Bei Blasensteinen lindere hingegen ein Aufguss mit Hopfendolden die
Beschwerden.

Im Vordergrund der pharmazeutischen Anwendung steht jedoch die schlafférdernde,
sedierende Wirkung, Uber die schon Paracelsus berichtete [22]. Im Jahr 1913

beschrieb Brown und Clubb [23] zum ersten Mal die antiseptische Wirkung.

6.2 Sedierende Wirkung

Hopfen enthalt eine Vielzahl von Aroma- und Bitterstoffen und die sedierende
Wirkung wurde in zahlreichen Studien untersucht [24-30]. Das beruhigend wirkende
Prinzip ist noch nicht bekannt, vermutet wird aber, dass aus den Bitterstoffen
(Humulone und Lupulone) bei langerer Lagerung ein Spaltprodukt entsteht, welches
sich im Tierversuch als stark sedativ erwiesen hat [26]. Dafur verantwortlich scheint
der Aromastoff 2-Methyl-3-buten-ol (Prenol) zu sein. Eine Sedierung konnte deutlich
nachgewiesen werden. Bei Mausen bewirkte er in einer Dosierung von 0,8 g/kg
Kdrpergewicht intraperitoneal (im Bauchraum) eine acht Stunden andauernde tiefe
Narkose, von der sich die Versuchstiere vollstandig erholten. 2-Methyl-3-buten-2-ol
gleicht in seinem Wirkungsprofil weitgehend dem 3-Methyl-1-pentin-3-ol (Allotropal),
das eine ahnliche chemische Struktur aufweist und als Sedativum verwendet wird
[24]. Die fur das Aroma verantwortlichen Substanzen (a- und B-Linalool) des Hopfens

wurde ebenfalls getestet. [26].
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6.3 Antibakterielle Wirkung

Die Hopfenbitterstoffe hemmen hauptsachlich gram positive Bakterien, einschlieflich
einiger Arten von Bacillus, Micococcus, Staphylococcus, Mycobacterium und
Streptomyces [31]. Teuber und Schmalreck zeigten, dass der lipophile Bereich der
Zellmembran die Zielstruktur fur die antibakterielle Wirkung darstellt. Die antibiotische
Wirkung beruht folglich hauptsachlich auf dem hydrophilen Teil des Molekuls und
erhoht sich mit abnehmender Loéslichkeit [31, 32].

Mizobuchi und Sato [33] untersuchten die Wirkung von mehreren prenylierten
Flavonoiden aus Hopfen, um das Wachstum an Gram-positivem Staphylococcus
aureus, einem Erreger der haufig bei Lungenentziindung und Sepsis gefunden
wurde. Die minimale Hemm-Konzentration (MIC) von Xanthohumol betrug hierbei
17, 7uM.

In vivo Untersuchungen der biologischen Wirksamkeit von Xanthohumol in Ratten
zeigten, dass Chalkone und ihre Metaboliten nach oraler oder intravenoser
Verabreichung innerhalb von 24 Stunden mit dem Kot ausgeschieden werden [18,
34]. Deshalb schien es von Interesse zu untersuchen, ob Xanthohumol einen
Einfluss auf die Darmaktivitat (Biozonose) hat. Hanske et al. [35] untersuchten die
tagliche Verabreichung von Xanthohumol an Ratten tber vier Wochen. Es zeigte sich

kein Einfluss auf die Darmtatigkeit im Vergleich mit unbehandelten Kontrollen.

6.4 Antivirale Aktivitat

Durch  Viren verursachte Krankheiten sind eine wachsende weltweite
Gesundheitssorge. Die Suche nach neuen antiviralen Molekllen ist aus zwei
Grunden bedeutsam:

Zum einen, weil viele bekannte antivirale Wirkstoffe besonders bei langerer
Anwendung starke Nebenwirkungen verursachen kdénnen. Deshalb wurden
Inhaltsstoffe von Nahrungsmitteln untersucht, die schon seit langer Zeit und in
grollen Mengen konsumiert werden. Xanthohumol als Inhaltsstoff des Hopfens
wurde von Buckwold et al. auf sein antivirales Potential getestet [36]. Es war in der
Lage, das Wachstum von BVDV (bovine viral diarrhea virus) mit einem ICso-Wert von

1,4 + 0,6 pg/ml, Rhinovirus mit einem ICso-Wert von 6,5 + 4,1 ug/ml und Herpes
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simplex Typ | (HSV-1, ICso-Wert: 44 + 33 pg/ml) und Typ Il (HSV-2, ICso—Wert: 11 +
5,6 ug/ml) zu hemmen. Ein Hopfenextrakt hatte dagegen nur schwache Wirkung.
Eine zweite Ursache fur die Forschung nach neuen antiviralen Wirkstoffen ist das
Auftreten von Viren, die gegen etablierte Arzneimittel resistent geworden sind. Der
Krankheitsverlauf der Immunschwachekrankheit AIDS wird zwar durch antivirale
Medikamente verzdgert, es konnen jedoch resistente Stamme des Erregers (HIV)
entstehen. Die Suche nach neuen antiviralen Molekllen veranlassten Wang et al.
Xanthohumol zu testen [37]. Sie stellten in vitro eine signifikante antivirale Wirkung
gegenuber verschiedenen Stufen der Replikation von HIV-1 fest. Wahrend der
Verdoppelung zerstoren viele Vieren nicht nur die Zelle, die sie infiziert haben,
sondern schaden auch benachbarte nicht infizierte Zellen durch CPE (cythopathic
effects). Xanthohumol inhibierte die Bildung von viralem p24 Antigen. Dies ist ein
virales Protein, das bei der Proliferation der Retrovieren gebildet wird. p24 Antigen
dient als spezifischer Nachweis flr HIV. Xanthohumol inhibiert ebenfalls die reverse
Transkriptase. Dies ist ein Enzym, das die Umschreibung von viraler RNA in DNA
katalysiert. Da die reverse Transkriptase fur die Vermehrung von Retroviren
notwendig ist, wird ihre Aktivitat zum Nachweis von Retroviren herangezogen. In
C8166 Lymphozyten mit einem ECsp-Wert von 1,28 und 0,50 pg/ml. Eine
Verwendung von Xanthohumol als Leitstruktur flr die Entwicklung neuer HIV-
Wirkstoffe wurde in Betracht gezogen [37-39, 102, 103]

6.5 Antifungale Wirkung

Untersuchungen auf die anifungale Aktivitat von Hopfenverbindungen sind sehr
limitiert. Mizobuchi und Sato [33] testeten funf Hopfenbestandteile (6-
Isopentenylnaringenin, Xanthohumol, Isoxanthohumol, 8-Isopentenylnaringenin und
Naringenin) und verwandte Verbindungen an funf fur Menschen pathogenen Pilzen
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Candida albicans, Fusarium
oxysporum und Mucor rouxianus. Xanthohumol zeigte eine MIC von 8,8 uM. Es
hinderte das Wachstum der dermatophytischen Pilze T. mentagrophytes und T.

rubrum damit effizienter als die Positivkontrolle Griseofulvin (MIC: 17,8 uM).

-11 -



Einleitung

6.6 Ostrogene Wirkung

Erste Hinweise auf eine Ostrogene Wirkung von Pflanzeninhaltsstoffen lieferten
Berichte Uber die zufallige Beobachtung, dass Schafe durch Aufnahme von Klee
unfruchtbar wurden [40]. Auch der Hopfen war schon seit langer Zeit im Verdacht,
Ostrogene Wirkung zu besitzen. Bei Hopfenzupferinnen soll es haufig zu einer
Verschiebung der Menstruation gekommen sein [22, 41]. Eine Voraussetzung fur
eine Beurteilung der Wirkung Ostrogener Naturstoffe auf den menschlichen

Organismus ist die Kenntnis der grundlegenden hormonellen Wirkmechanismen:

Abbildung A-7:1V: Struktur von Estrogen (B-Estradiol, Estra- 1,3,5-trien-3,17p-diol)
V: Struktur von Progesteron (Pregn-4-en-3,20-dion)

Das Steroidhormon Estrogen (IV) beeinflusst das Wachstum und die Differenzierung
vieler Zelltypen. Eine besondere Wirkung hat es auf die Entwicklung des Uterus, der
Vagina und der Ovarien bei der Frau und auf die Prostata und die Testes beim
Mann. Es spielt aber auch eine wichtige Rolle im Knochenmetabolismus, im
zentralen Nervensystem und im kardiovaskularen System [42].

In Lebensmitteln finden sich Moleklle, die keine Steroidstruktur aufweisen (siehe
Abbildung A-7), aber trotzdem eine schwache 6strogene Wirkung verursachen. Da
sie pflanzlichen Ursprungs sind, werden sie als ,Phytoestrogene” bezeichnet. Auch
im Hopfen ist das Vorkommen von Phytoestrogenen nachgewiesen worden.
Wahrend De Keukeleire et al. nur mutmalten, das Hopfen Phytoestrogene bildet [43,
44], aber keine oOstrogene Wirkung des Xanthohumols oder des
Desmethylxanthohumols nachweisen konnten, gelang Milligan et al. die Entdeckung
des oOstrogen wirksamen 8-Prenylnaringenin [45]. Um 8-Prenylnaringenin in der
Hormonersatztherapie einzusetzen, wurde sein Metabolismus untersucht. Dabei
wurden zwei Oxidationsprodukte gefunden, die in vitro eine deutliche estrogene
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Wirkung aufwiesen [46]. Schafer et al. bestimmte eine Affinitdt zu ERa (Estrogen
receptor), die nur um den Faktor 70 geringer war als die des Estrogens. Die Bindung
an ERB war im Vergleich jedoch 20000-mal geringer. So wurde das erste
Phytoestrogen entdeckt, das selektiv an ERa bindet [47]. Xanthohumol und
Xanthogalenol zeigten nur sehr schwache oder keine dstrogene Aktivitat [48]. Neue
Studien zeigen, dass 8-Prenylnaringenin ein  Artefakt ist, das aus
Desmethylxanthohumol hervorgehen kann [5, 8]. Naringenine (Flavanone) entstehen
durch Zyklisierung in basischer Losung und unter Erwarmen direkt aus den
Chalkonen, so dass flur die Bildung der dstrogen wirksamen Substanzen auch die
Chalcone verantwortlich sind.

Phytoestrogene konnen aber auch wirken, ohne an einen Rezeptor zu binden. Sie
konnen als Tyrosinkinaseinhibitoren wirken. Auch eine Wirkung uber den Mediator
NO ist moglich [49].

6.7 Antikanzerogene Wirkung

Krebserkrankungen sind in der westlichen Welt nach den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen die haufigste Todesursache, mit mehr als 7 Millionen Todesfallen pro
Jahr [50].

Als Ursache fur die Entstehung von Krebs werden genetische, aber auch
Umweltfaktoren diskutiert. Daneben erhdhen fettreiche Nahrung, ionisierende
Strahlung, Tabak- und Alkoholgenuss sowie die langfristige Einnahme von
Estrogenen das Krebsrisiko [http://www.medicine-worldwide.de/krebs/.html].
Gesunde Zellen befinden sich in einem exakt geregelten homoostatischen
Gleichgewicht zwischen Proliferation (Gewebevermehrung), Differenzierung
(zellulare Spezialisierung) und programmierten Zelltod (Apoptose). Dieser Ablauf ist
genetisch streng festgelegt. Eine Storung dieses Gleichgewichts durch
Fehlregulation der Genaktivitat, entstanden durch DNA-Schaden, kann zu
unkontrollierter Proliferation fuhren. Krebs entsteht dann, wenn die in einer Zelle
aufgetretenen Mutationen nicht repariert werden und dadurch tumorsupprimierende
Effekte verloren gehen. Die Entstehung eines Tumors ist ein mehrstufiger Prozess,
der Karzinogenese genannt wird und in drei Phasen unterteilt ist: Initiation,

Promotion und Progression.
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Dieses Modell der Abfolge von ,richtigen“ Prozessereignissen in der ,richtigen®
Reihenfolge wahrend seiner Entwicklung ist als Mehrschrittmodell der Karzinogenese
bekannt [51].

Ganz allgemein entwickelt sich malignes Gewebe aus einer einzelnen Zelle, welche
sich unkontrolliert zu teilen beginnt. Antikanzerogene Molekule haben die Fahigkeit,
die Initiation zu blockieren und/oder die Promotion und Progression zu unterdricken.
Die Blockade der Initiation erfolgt durch Modulation der Enzyme, die im
Metabolismus (Phase |) oder der Konjugation (Phase Il) von Kanzerogenen involviert
sind. In Studien inhibierte Xanthohumol Phase-I-Enzyme und induzierte
Chinonreduktase, ein Phase-lI-Enzym [50, 52].

Phase-II-Enzyme erleichtern durch Anheftung endogener Verbindungen, wie zum
Beispiel Glutathion, Glucuronsaure, Acetat oder Sulfatresten die Ausscheidung von
Fremdstoffen und damit die Entgiftung [53]. Es konnte gezeigt werden, dass
Xanthohumol auch Phase-llI-Enzyme aktiviert. Xanthohumol wurde auch auf seine
Wirkung getestet, die Promotion von Tumoren zu inhibieren. Es verringerte die
Aktivitat der konstitutiven Cyclooxygenase | (Cox-1) und der induzierbaren Cox-ll,
welche bei der Inflammation (Entzindung) eine entscheidende Rolle spielen, weil sie
die Biosynthese von Prostaglandinen katalysieren. Diese haben auch Bedeutung fur
die unkontrollierte Proliferation in der Promotionsphase der Karzinogenese [50].
Diese unkontrollierte Proliferation nimmt wahrend der Progressionsphase noch zu,
die auch durch das Fehlen einer wirksamen Apoptose gekennzeichnet ist. Eine
antiproliferative Wirkung des Xanthohumols und weiterer Chalkone und Naringenine
konnte in vitro festgestellt werden [54-60]. Weiterhin wurde die Wachstumshemmung
in vivo von einem vascularen Tumor berichtet [61].

Vergleichbare Ergebnisse erbrachte eine Studie an menschlichen HL-60
promyelotischen Leukamiezellen [50]. Eine durchflusszytometrische Analyse ergab,
dass ein Teil der Leukamiezellen apoptotische Eigenschaften zeigten. Dies ist ein
erster Hinweis auf eine apoptotische Wirkung von Xanthohumol bei Krebszellen [62,
63].

Es bleibt festzustellen, dass Xanthohumol und vermutlich auch andere

Hopfeninhaltsstoffe auf alle drei Phasen der Karzinogenese inhibierend wirken und

folglich ein breites Wirkungsspektrum besitzen. Aufgrund der oben genannten in vitro
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Ergebnisse ist ganz besonders die chemopraventive Wirkung des Xanthohumols in

den Mittelpunkt des Interesses geruckt.

6.8 Antioxidative Wirkung

Neben den antikanzerogenen Eigenschaften wurden Xanthohumol und einige
weitere prenylierte Chalkone auch auf ihre antioxidativen Eigenschaften untersucht
[64] Reaktive Sauerstoffspezies schadigen die Zellstruktur, indem sie zelleigene
Strukturen wie Lipide, Proteine und DNA oxidieren. Aus diesem Grund werden sie
als Mitverursacher einer Reihe von Krankheiten einschlieRlich Krebs und
Arteriosklerose angesehen. Aullerdem spielen sie eine wichtige Rolle im
Alterungsprozess.

Deshalb ist das o6ffentliche Interesse an der Gewinnung neuer Antioxidantien sehr
grol. Es wurde nachgewiesen, dass Xanthohumol reaktive Sauerstoff-Spezies
einschlieBlich Hydroxyl- und Peroxyl-Radikale abfangen kann. Auf’erdem wird die
Produktion von schadlichen Superoxid-Anion-Radikalen, die durch eine
Xanthinoxidase erzeugt werden, gehindert, ohne direkt die Xanthinoxidase zu
beeinflussen [65]. Weiterhin hemmt Xanthohumol die Superoxid-Anion-
Radikalbildung durch die Stimulierung mit 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat an
verschiedenen HL-60 promyelotischen Leukamiezellen mit einem 1Csp-Wert von 2,6
MM,

6.9 Antiprotozoale Wirkung

Malaria ist eine durch Infektion mit Plasmodium falciparum verursachte oft todliche
Erkrankung, mit mehr als 280 Millionen infizierten Menschen weltweit und jahrlich
mehr als 1 Million Todesfallen. Das meist verwendete Medikament zur Therapie und
Vorbeugung der Malaria ist Chloroquin. Chloroquin hemmt die Kristallisierung von
Hamozoin, einem Abbauprodukt des Hams. Hamozoin entsteht, wenn der
Malariaerreger das Hamoglobin in infizierten roten Blutkérperchen abbaut, um
daraus Proteine fur seinen eigenen Stoffwechsel zu gewinnen. Kann das Hamozoin
nicht mehr kristallisiert werden, fuhrt dies zum Absterben des Parasiten. Das
Auftreten von Medikament-resistenten Stammen schrankt jedoch die Wirkungsweise

ein, so dass ein dringender Bedarf an neuen wirksamen und kostenglnstigen
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Hemmstoffen besteht. Ein Mechanismus die Blutstadien von P. falciparum zu
eliminieren beinhaltet Schritte der Entgiftung von Haemin, einem Nebenprodukt der
parasitaren Verdauung von Haemoglobin [66]. Die Erreger bauen Haemoglobin
durch Aspartyl- und Cysteinproteasen ab. Diese dienen als therapeutisches Target
und liefern einen Angriffspunkt fur die Entwicklung von Verbindungen gegen diese
Krankheit [57]. Chalkone sind unter den strukturellen Klassen fur die eine
antiplasmodiale Aktivitat berichtet wird und wirken gegen die Cysteinproteasen von
mit Plasmodien infizierten Zellen [67, 68]. Herath et al. [69] untersuchte die
antiplasmodiale Aktivitat von Xanthohumol an einem Chloroquin-empfindlichen
Stamm D6 und an dem Chloroquin-resistenten Stamm W2. Die plasmodiale Lactat-
Dehydrogenase Aktivitat wurde als Indikator fur die Anzahl der Parasiten, welche
sich in den infizierten roten Blutzellen befinden gemessen. Xanthohumol zeigte an
beiden Stammen eine signifikante Aktivitat (ICso-Wert bei D6: 9,3 uM; 1Csp-Wert bei
W2: 2,8 uM).

Froéhlich et al. [9] untersuchten in vitro die antiplasmodiale Wirkung von Xanthohumol
und sieben weiteren prenylierten Chalkonen an einem Chloroquin-empfindlichen
Stamm poW und an einem multiresistenten Klon Dd2 mit Hilfe eines [3H]—
Hypoxanthin-Aufnahme-Assays. Aulierdem wurde der Einfluss der Verbindungen auf
den Glutathion (GSH)-abhangigen Haeminabbau analysiert, um die Mitwirkung des
antiplasmodialen Effekts der Chalkone zu ermitteln. Von den acht getesteten
Substanzen, zeigten vier eine Wirkung mit einem ICsp-Wert kleiner 25 yM an
wenigstens einem der beiden Stamme von Plasmodium falciparum. Xanthohumol
erwies sich als aktivste Verbindung mit ICso-Werten von 8,2 + 0,3 uM (poW) und 24,0
+ 0,8 yM (Dd2). Drei der Verbindungen (Xanthohumol, 2’,4,4’-Trihydroxy-6"-methoxy-
3’(3-methylbutyl)chalkon und 2”,2”-Dimethyl-3”,4”-dihydro-(2H)-pyrano-[2”,3":3",4’]-
2’,4-dihydroxy-6"-methoxy-chalkon) waren nebenbei wirksam im Haeminabbautest.
Der genaue Wirkmechanismus der Chalkone auf Plasmodien ist nicht bekannt,
obwohl sie meistens als Cystein-Proteasehemmer in Betracht kommen. Die
Ergebnisse zeigen zum ersten Mal die Fahigkeit von Chalkonderivaten in den
Haeminabbauprozess von Plasmodium falciparum einzugreifen. Dieser Effekt kdnnte

zu ihrer Aktivitat an Plasmodien beitragen.
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B  Aufgabenstellung

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, liegen zahlreiche Publikationen uber die
pharmakologische Wirkung des Hopfens vor. Zahlreiche dieser Wirkungen werden
auf die biologische Aktivitat des Xanthohumols zurlckgefuhrt, da diese Verbindung
unter den prenylierten Chalkone quantitativ. dominiert (etwa 90% der
Chalkonfraktion). Die bereits verfugbaren pharmakologischen Daten fir
Xanthohumol, insbesondere seine viel versprechenden Eigenschaften in den
unterschiedlichen biologischen Test wecken das Interesse an der Gewinnung und
Testung weiterer, mit dem Xanthohumol strukturell verwandter Prenylchalkone. Trotz
seiner guten Isolierbarkeit ist je nach Reinheit auch der Preis fir Xanthohumol recht
hoch (>> 1000 Euro/g) und es war zu Beginn der vorliegenden Arbeit trotz
steigenden Bedarfs im Rahmen von in vivo Tests noch keine Synthese fur diese
Verbindung publiziert.

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand in der Etablierung einer universellen,
nachhaltigen und moglichst einfachen chemischen Synthese des Xanthohumols und
moglichst vieler Sekundarstoffmetabolite aus der Fraktion prenylierter Chalkone im
Hopfen. Diese Verbindungen sind pharmakologisch noch vollkommen unzureichend
charakterisiert, da sie nur in niedrigen Konzentrationen im Hopfen vorkommen und
far in vitro oder in vivo Tests nicht anndhernd genlgend Material isoliert werden
kann.

Um die pharmakologischen Wirkungen der Chalkone untersuchen zu koénnen,
missen diese aber in hochreiner Form gewonnen werden. Aus Pflanzen sind
Naturstoffe zwar in Reinform isolierbar. Da diese jedoch oft nur in Spuren enthalten
sind, mussen grol3e Mengen an Pflanzenrohmaterial extrahiert werden, um
ausreichende Mengen flir in vitro und in vivo Tests gewinnen zu kdnnen. Die
Synthese der Naturstoffe l6st dieses Mengenproblem. Syntheseprodukte sind in
nahezu beliebigen Mengen herstellbar. Aul3erdem erfullen die Syntheseprodukte
hochste Reinheitsanforderungen.

Das zweite Ziel der Arbeit bestand darin Uber das zu etablierende universale
Syntheseregime auch nicht natirliche Abkémmlinge des Xanthohumols herzustellen,
um in einem grol3eren Satz von Verbindungen auch Beziehungen zwischen Struktur
und Aktivitat ermitteln zu kdonnen. Es sollen einige Variationen an den einzelnen

Ringbausteinen durchgefiihrt werden. Am B-Ring des Chalkons ist eine Veranderung
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der Anzahl der Hydroxygruppen und ihrer jeweilige Position geplant. Aul3erdem
sollen die Auswirkungen der Einfihrung oder Verschiebung von Methoxygruppe am
A-Ring und auch am B-Ring untersucht werden. Ebenfalls interessante Mdglichkeiten
der Strukturvariation bietet die Prenylgruppe des Xanthohumols. Diese soll durch
einen Ringschluss oder Hydroxylierung in die Struktur einiger bekannter Metabolite
Uberfuhrt werden. Durch eine mehrfache Einfihrung der Prenylkette oder Anbringung
in einer anderen Position kdnnten bereits bekannte Minorverbindungen aus Hopfen,
als auch nicht naturliche Derivate synthetisiert werden.

Das dritte Ziel der Arbeit besteht in der Synthese von Xanthohumol Metaboliten.
Diese Verbindungen sind zwar in verschieden Modellen bereits detektiert und in ihrer
Struktur bestimmt worden, aber pharmakologische Daten existieren hier gar nicht. Ihr
limitertes Vorkommen im Plasma, Urin oder Kot lasst manchmal sogar die
vollstandige Strukturbestimmung nicht zu [18].

Im letzten Schritt sollen alle hergestellten Verbindungen auf ihre pharmakologische
Wirkung untersucht werden. Die Substanzen sollen dazu an einer Gebarmutterhals-
karzinomzelllinie (HeLa) auf ihre zytotoxische Wirkung getestet werden. Dies wird mit
dem von Mosman et al. [101] etablierten Zelltest unter Verwendung von MTT
durchgefuhrt.

Dariber hinaus soll die Charakterisierung der pharmakologischen Eigenschaften
durch die Bestimmung der antioxidativen Aktivitat weiter ergénzt werden. Die
antioxidative Wirkung wird in einem ORAC-Fluorescein-Assay nach Davalos et al.
[116] in einer 96-Loch Mikrotiterplatte durchgefiihrt. In diesem Assay wird die
Fluoreszenz des Fluorophors im zeitlichen Verlauf und die Beeinflussung durch das
Antioxidanz detektiert.
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C Synthese der Testverbindungen

1 Ubersicht zur Synthesestrategie von Xanthohumol

Die prenylierten Chalkone sind die Hauptkomponenten in der phenolischen Fraktion
im Hopfen. Der wichtigste Vertreter dieser Substanzklasse im Hopfen ist das
Xanthohumol. Die Beschaffung groRerer Mengen Xanthohumol, wie sie fur die
pharmakologischen in-vivo Tests bendtigt werden, ist allerdings Uber die Isolierung
aus Hopfen aufwandig und sehr teuer. Durch die chemische Synthese kénnte der
Naturstoff in ausreichenden Mengen fur pharmakologische Tests und in hochreiner
Form hergestellt werden. Da bisher nur Xanthohumol umfassend auf seine
pharmakologischen Eigenschaften untersucht wurde und die Ergebnisse in der
Literatur sehr viel versprechend ausfielen [50, 54-63], wurde es als Ausgangsstoff
und Leitstruktur fur die Synthese ausgewahlt. Durch diese Synthese bieten sich dann
interessante  Moglichkeiten zur weiteren  Strukturvariation am prenylierten
Chalkonskelett. Ziel war es weitere Minorkomponenten aus Hopfen und Derivate
naturlich vorkommender oder synthetischer, prenylierter Chalkone sowie Phase-I-
Metabolite des Xanthohumols unter Etablierung einer mdglichst universal

anwendbaren Synthesestrategie zu erzeugen.

HO OH MOMO OMOM >:/7'3r MOMO OMOM
@;( “on @[ﬁ @[ﬁ
R — T B
KoCO;3 KoCO4

OH O OH O O O
= .
Verbindung 1 w)/ Verbindung 2
N,N-Dimethylanilin MOMO OMOM  (CHj),S0, MOMO OMOM
200°C, Ar NaOH, Kat
OH O H3C/o 0]
Verbindung 3 Verbindung 6

Abbildung C-1: Ubersicht zur A-Ring Synthese
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KOH, EtOH/H,0

0 0] .0 O
H3C HsC

Verbindung 6 Verbindung 15

MeOH, HCI

Verbindung 16

Abbildung C-2: Basenkatalysierte Aldolkupplung und Entschitzung von

Xanthohumol.

2 Herstellung des A-Ringes

2.1 Schitzen der Hydroxygruppen

In der Literatur findet man haufig MEM (Methoxy-ethoxy-methyl-ether) als
Schutzgruppe fur Chalkone [70]. Es zeigt sich jedoch, dass die MEM-Schutzgruppe
mit den NMR-Signalen der Prenylseitenkette Uberlagernde Signale liefert. Um die
Strukturaufklarung zu erleichtern, wird daher der chemisch ahnlich reaktive
Brommethylmethylether gewahlt. Der erste Schritt der Synthese ist die Maskierung
der OH-Gruppen durch eine Methoxymethyl-Schutzgruppe (MOM) [71].

Ein Vorteil der Protektion der Hydroxygruppen ist, dass eine Zyklisierung des
Chalkongeriusts zum Flavanon wahrend der Reaktionssequenz verhindert wird (vgl.
Kapitel A). Ein weiterer Grund der fur die Verwendung von Schutzgruppen spricht, ist
die Erleichterung der spater folgenden Aldol-Kondensation. Die freien OH-Gruppen
wlrden die negative Ladungsdichte des Enolations verringern. Diese negative

Ladung kann mesomer das phenolische System stabilisieren, was die Reaktivitat
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deutlich senken wurde. Dies wird auch von experimentellen Beobachtungen
unterstutzt.

Die MOM-Schutzung ist eine nucleophile Substitution, die unter basischen
Bedingungen durchgeflhrt wird. Die Umsetzung von 2,4,6-Trihydroxyacetophenon-
Monohydrat mit Brommethylmethylether und Kaliumcarbonat in Aceton ergibt

Verbindung 1.

K,CO3

HO OH Aceton 0.0 O0._ 0O
* Br_\o— \@’(

OH © OH O

Verbindung 1

Abbildung C-3: Schutz der Hydroxygruppen des 2,4,6-Trihydroxyacetophenon

Diese Art von Schutzgruppe eignet sich gut fur die Chalkon-Synthese [72, 73], da sie
unter allen in der Synthese verwendeten Reaktionsbedingungen stabil ist und am

Ende der Synthese leicht durch Erhitzen in MeOH/HCI abgespalten werden kann.

2.2  Einfahrung der Prenylseitenkette

Die Prenylseitenkette wird durch nucleophile Substitution mit der freien
Hydroxygruppe zu einem Ether umgesetzt, wobei 3,3-Dimethylallyloromid als
Nucleophil verwendet wird (siehe Abbildung C-4). Die basische Reaktionsmischung
wird 24 Stunden unter Riihren mit Kaliumcarbonat in Aceton refluxiert [74-77]. Im "H-
Spektrum zeigt ein Dublett bei 4,49 ppm, ein weiter aufgespaltenes Triplett bei 5,40
ppm und jeweils ein Singulett bei 1,71 und 1,75 ppm der beiden Methylgruppen die
EinfUhrung der Prenylseitenkette. Verbindung 2 entsteht in sehr guten Ausbeuten
von 96%.
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K,COs
MOMOWOM Aceton MOMO OMOM
Br_\_< - \(;i’(
+ _

O O
Verbindung 1 \%/ Verbindung 2

Abbildung C-4: Einflhrung der Prenylseitenkette bei Verbindung 1

2.3 Umlagerung der Prenylseitenkette
Die Prenylkette wird durch eine thermische Claisen-Umlagerung des Ethers in N,N-
Dimethylanilin bei 200 °C in die 3’-Position (para) Uberfuhrt (siehe Abbildung C-5).

Diese thermische Umlagerung ist der Ausbeute-limitierende Schritt mit einer

maximalen Ausbeute von 41%.

MOMO OMOM N,N-Dimethylanilin ~ MOMO OMOM
@( 200°C, Argon
O O OH O
\%/ Verbindung 2 Verbindung 3

Abbildung C-5: Thermische Umlagerung der Prenylkette in die para-Position

Im "H-NMR lasst sich bei Verbindung 3 fiir die Prenylgruppe nun ein Dublett bei 3,30
ppm der CH,-Gruppe zuordnen. Das Auftreten eines Singuletts bei 6,47 ppm anstelle
von zwei Dubletts mit einer Kopplungskonstante von 1,9 Hz im Bereich von 6,31-6,43
ppm zeigt ebenfalls die Umlagerung direkt an den aromatischen Ring.

Die direkte Prenylierung am aromatischen Ring, wie von Diller et al. [12] beschrieben
liefert keine brauchbaren Ergebnisse. Es wird sowohl das geschutzte, als auch das
ungeschitzte Trihydoxyacetophenon, in basischer, wassriger Lésung bei 0°C mit

Dimethylallyloromid umgesetzt. Bei der direkten Umsetzung mit Verbindung 1 in
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Methanol und KOH entstehen sehr viele Nebenprodukte, bei denen die Seitenkette
mehrfach und in unterschiedlichen Positionen am Aromaten vorhanden sein kann.
Als Hauptprodukt entsteht Verbindung 4, an der die Prenylierung einmal am Ring in
3-Position erfolgt und gleichzeitig ein Ether mit dem Sauerstoff in 6'-Position
entsteht. Die maximale Ausbeute des ausschlieldlich einfach C-prenylierten Produkts
betragt 33%.

MOMO OMOM MOMO OMOM MOMO OMOM
MeOH, KOH +
0°C

OH O 0O O OH O

Verbindung 1 \%/ Verbindung 4 Verbindung 3

Abbildung C-6: Direkte Prenylierung von Verbindung 1 (nach Diller et al. [12])

Die Reaktion des ungeschutzten Edukts [78-80] liefert ebenfalls keine
reproduzierbaren Daten. Die Entstehung von Kristallen der Verbindung 5, erfolgt in

sehr schlechter Ausbeute und kann nicht in jedem Versuch reproduziert werden.

HO OH MeOH , KOH HO OH
\@’( OoC

OH O OH O

Verbindung 5

Abbildung C-7: Direkte Prenylierung von 2,4,6-Trihydroxyacetophenon (nach Diller et
al. [12])

Des Weiteren wird die Umlagerung der Seitenkette von Verbindung 4 untersucht.

Pisco et al. stellten eine Temperaturabhangigkeit der Umlagerung fest. Bei hdheren

Temperaturen (216°C) lagerte sich die Prenylkette in die para-Position um (Claisen-
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Cope-Umlagerung), bei etwas niedrigeren Temperaturen von 180°C fand eine
Umlagerung in die ortho-Position (Claisen Umlagerung) statt [81].

Bei der thermischen Umlagerung mit freier para-Position erhalt man sowohl bei einer
Reaktionstemperatur von 180°C als auch bei 210°C und 160°C ausschlieRlich das
para-Produkt (Verbindung 3). Ein Umlagerungsprodukt mit der Prenylkette in ortho-
Position war auch bei unterschiedlichen Reaktionstemperaturen nicht zu isolieren. Es
kann aulRerdem keine temperaturgebundene Veranderung der Ausbeute festgestellt
werden.

Dies lasst sich eventuell damit begrinden, dass der aromatische Ring zu hoch
substituiert ist, so dass der 6-gliedrige Ubergangszustand der [3,3]-sigmatropen

Claisen-Umlagerung aus sterischen Grinden nicht gebildet werden kann.

2.4  Methoxylierung

Die Einfuhrung der Methoxygruppe in die 6‘-Position erfolgt mit Dimethylsulfat unter

Phasentransferkatalyse mit Tetrabutylammonium-iodid in einem Gemisch aus

Methylenchlorid und Wasser (v/v 3:2) bei Raumtemperatur.

MOMO OMOM (C4Hg)4N*I- MOMO OMOM
+ (CH3)2804
CH,CI, / H,O
OH O - O
H5C ©
Verbindung 3 Verbindung 6

Abbildung C-8: Methoxylierung der freien Hydroxygruppe

Es wird aulRerdem die nucleophile Substution mit Jodmethan als Alkylierungsmittel
durchgefuihrt. Dabei wird Verbindung 3 mit Kaliumcarbonat in Aceton fur 24 Stunden
unter Ruckfluss geruhrt [82-85].

Die Methylierung der wieder frei gewordene ortho-Hydroxygruppe erfolgt mit

Jodmethan jedoch nicht in zufriedenstellenden Ausbeuten. Ein Grund dafir konnte
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die mesomere Wechselwirkung der 6'-Hydroxygruppe mit der Carbonylfunktion sein.
Deren Elektronendichte wird verringert und dadurch die Nucleophilie vermindert.

Die Anwendung der Phasentransferkatalyse zeigt bei weitem bessere Ergebnisse
und wird daher fur alle weiteren Versuche verwendet. Das so erhaltene Produkt dient
als erster Baustein fur die folgende Claisen-Schmidt Kondensation.

Im Protonenspektrum lasst sich fur Verbindung 6 die Methoxygruppe gut durch ein
Singulett bei 3,79 ppm erkennen. Das Fehlen des etwas breiteren Singulett-OH-
Signals bei 12,94 ppm bestatigt zudem die Entstehung einer Methoxygruppe. Dieser
letzte Schritt in der A-Ring-Synthese ist aulerdem flur die folgenden Schritte der
Synthese von Vorteil. Denn freie Hydroxy-Gruppen konnen die nachfolgende Aldol-
Kupplung storen, da durch die Reaktion des Alkohols mit dem Aldehyd ein
Halbacetal entstehen kann. So kdnnen Nebenreaktionen bei der nachfolgenden
Aldol-Kupplung vermieden werden.

Es wird auRerdem Uberprift, ob eine Einflhrung einer Methoxygruppe auch an einer
anderen Stelle der Synthese moglich ist. Dazu wird die Methylierung direkt nach der
Schutzung durchgefuhrt. So entsteht Verbindung 7, an der die Seitenkette erst
anschliellend angebracht werden soll. Eine direkte Prenylierung ist jedoch nicht

moglich. Dies bedeutet, dass eine freie OH-Gruppe flr die Prenylierung gebraucht

+ (CH3)2804
CH,Cl, / H,0

OH O
H3C/O @)

wird.

Verbindung 1 Verbindung 7

Abbildung C-9: Methoxylierung der freien Hydroxygruppe

3 Schitzung der entsprechenden Benzaldehyde

Die Protektion der hydroxylierten Benzaldehydderivate erfolgt mit einer MOM-
Schutzgruppe. (vgl. Kapitel 2.2). Die MOM-Schitzung ist eine nucleophile
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Substitution, die unter basischen Bedingungen mit Kaliumcarbonat in Aceton 3
Stunden unter Ruckfluss durchgefuhrt wird [86].

K,COs3

OH 0. _ 0
Br Aceton
H + N H
O_
(0]

O
Verbindung10

Abbildung C-10: MOM-Schiutzung der hydroxylierten Benzaldehydderivate am
Beispiel des 4-Hydroxybenzaldehyds

Es wird jeweils der entsprechende Mono-, Di-, oder Trihydroxybenzaldehyd mit der
entsprechenden Menge an Aquivalenten Brommethylmethylether im basischen

Milieu umgesetzt.

Tabelle C-1: Geschutzte Benzaldehyde fir die Aldolkupplung

Name Struktur Verbindung
H
2-(Methoxymethoxy)- @o 8
benzaldehyd OMOM
H
3-(Methoxymethoxy)- ¢} 9
benzaldehyd
OMOM
H
4-(Methoxymethoxy)- /@AO 10
benzaldehyd MOMO
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H
3,4-Di-(methoxymethoxy)- o} 11
benzaldehyd MOMO
OMOM
H
3,5-Di-(methoxymethoxy)- MoMo o} 12
benzaldehyd
OMOM
H
3,4,5-Tri-(methoxymethoxy)- MOMO o 13
benzaldehyd MOMO
OMOM
H
3-Methoxy-4- o} 14
(methoxymethoxy)-benzaldehyd MOMO

OCHj

Die Hydroxygruppen der entsprechenden Bezaldehyde missen maskiert werden, da
das im basischen Milieu entstehende Phenolation die positive Partialladung der
Carbonylgruppe verringern wurde. Der nucleophile Angriff des Enolations wirde

aufgrund dessen erschwert werden.

4 Basenkatalysierte Aldol-Kupplung

Ein Syntheseweg flr die Darstellung der Struktur von Chalkonen basiert auf der

basenkatalysierte  Claisen-Kondensation eines Benzaldehyds mit einem
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entsprechenden Acetophenon. Dieser Weg wurde in der Vergangenheit von
zahlreichen Autoren beschrieben. [74-76, 87-91]

Die Bezeichnung Aldol ist eine Abkurzung fur ALDehydalkohOL und zeigt die
Doppelfunktion solcher Verbindungen an. Unter sauren wie unter basischen
Bedingungen kann die B-Hydroxycarbonyl-Verbindung unter Verlust von Wasser zu
einer a,B-ungesattigten Carbonyl-Verbindung weiterreagieren.

Der Mechanismus der basenkatalysierten Aldolreaktion wird wie folgt beschrieben:
Das Hydroxidion spaltet das durch den -I-Effekt der Carbonyl-Gruppe aktivierte
Wasserstoffatom der Methylgruppe ab. Es entsteht ein durch Mesomerie
stabilisiertes Carbanion, welches mit dem einsamen Elektronenpaar an das
positivierte C-Atom eines anderen Carbonylmolekils addiert. Dadurch entsteht als
Vorstufe ein Aldolanion, welches als starke Base durch das Wasser zum Aldol
protoniert wird.

Die basische Eliminierung verlauft nach einem so genannten E1cB-Mechanismus
(elimination, unimolecular, conjugated base). Er stellt die Umkehrung des E1-
Mechanismus dar; bei E1cB kommt es zuerst zur Abspaltung des Protons unter
Carbanion-Bildung und dann zur Abspaltung der schlechten Abgangsgruppe.
Voraussetzung fur den relativ selten vorkommenden E1cB-Mechanismus sind eine
schlechte Abgangsgruppe und ein leicht abzuspaltendes (also acides) Proton. Die
Reaktion wird durch einen nucleophilen Angriff des Enolations eingeleitet. Die

Bildung des Enolations ist im basischen Milieu stark begunstigt. [92].

OMOM
MOMO OMOM 5+ K©/
+ I
\/Q
H3C/O @_
Abbildung C-11: Nucleophiler Angriff im Rahmen der durchgefuhrten Aldolkupplung
Die Aldol-Kondensation des geschutzten A-Ringes mit dem ebenfalls MOM-

geschutzten Benzaldehydderivat erfolgt unter basischen Bedingungen. Bei dieser

Kupplungsreaktion werden die beiden Reaktionspartner in Ethanol gelost und nach
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Zugabe von 50%iger Kaliumhydroxidlésung erst 1 Stunde im Eisbad dann fur 3 Tage

bei Raumtemperatur geruhrt.

MOMO OMOM OMOM  koH:EtOH  MOMO OMOM OMOM
+
e sede

L0 O o .
HsC e O ©

Verbindung 6 Verbindung 10 Verbindung 15

Abbildung C-12: Basenkatalysierte Aldol-Kupplung zum geschutzten Chalkon

Im "H-NMR lassen sich nun meist zwei Dubletts im Bereich von 7-8 ppm mit einer
Kopplungskonstante von ca. 16 Hz den Protonen der neu entstandenen
Doppelbindung (H-a und H-B) zuordnen. Manchmal entsteht jedoch ein Spektrum
héherer Ordnung und die Aufspaltung zum Dublett geht verloren (siehe Verbindung
54 und 66).

Da die gesamte Aldolreaktion eine reine Gleichgewichtsreaktion ist, hangen die

Ausbeuten der Produkte stark von den Reaktionsbedingungen (z.B. pH-Wert) ab.

5 Entschiitzung

Der letzte Schritt zur Vervollstandigung der Synthese ist die Abspaltung der
Schutzgruppen [74-76, 91]. Zum Entfernen der Schutzgruppen wird das erhaltene
vollstandig geschutzte Chalkon in siedendem Methanol geldst. Dann wird 3 N HCI im
Verhaltnis 5:1 zugegeben und die Reaktionsmischung wird 20 Minuten unter
Ruckfluss geruhrt.

Die Aufreinigung zur reinen Endverbindung erfolgte durch Saulenchromatographie.

-29-



Synthese der Testverbindungen

MOMO OMOM OMOM 3 N HCl: MeOH HO O OH O OH
AN X

0 O
He© © HaC

Verbindung 15 Verbindung 16

2',4,4'-Trihydroxy-6'-methoxy-3'-prenylchalkon
Xanthohumol

Abbildung C-13: Entschiutzung des Chalkons

Es entsteht 2',4,4’-Trihydroxy-6'-methoxy-3’-prenylchalkon mit dem Trivialnamen
Xanthohumol als oranger Feststoff. Die Abspaltung der Schutzgruppen kann mit Hilfe
der NMR-Spektroskopie leicht belegt werden, da die Singuletts der MOM-
Schutzgruppe im Bereich von 3,4 - 3,6 ppm und im Bereich von 4,9 - 5,3 ppm nun

fehlen.

6 Strukturaufklarung von Xanthohumol

Die  Strukturaufklarung und Signalzuordnung erfolgt durch umfassende
Kernresonanzspektroskopie und Abgleich mit den in der Literatur zum Xanthohumol
publizierten Daten. Dazu werden neben den 1D Spektren ('H und 'C) die
zweidimensionalen Spektren HSQC, HMBC, COESY und NOESY verwendet.
Zusatzliche Informationen werden durch die Massenspektroskopie gewonnen. Die
Zuordnung der Signale zu den Kohlenstoffen und Protonen der weiteren
synthetisierten Strukturen werden dann von den flr das Xanthohumol gewonnenen
Daten bzw. aus der Literatur abgeleitet. In einzelnen Fallen, insbesondere bei in der
Literatur bisher nicht bekannten Substanzen, werden fur die synthetisierten
Verbindungen 2D Spektren gemessen, wenn die Signalzuordnung aufgrund nahe

beieinander liegender Signale nicht moglich ist.
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6.1 Zuordnung der 1D-Daten von Xanthohumol

Der im EI-MS Massenspektrum vorhandene Molekullionenpeak bei m/z 354 bestatigt
das Vorliegen von Xanthohumol (C21H2205 354,15). Die 'H- und ">C-NMR-Spektren
stimmen mit den in der Literatur publizierten Daten Uberein [93, 99].

Im "H-NMR-Spektrum sind zunichst die Losungsmittelpeaks bei 6 = 2,05 ppm fur
das undeuterierte Aceton und 6 = 2,84 ppm fur H,O zu erkennen. Im aromatischen
Bereich sieht man vier Protonen, die man als zwei paarweise auftretende Dupletts
bei 6 6,91 ppm (J = 8,5 Hz; -H-3 und -H-5) und 7,60 ppm (J = 8,5 Hz; -H-2 und -H-6)
dem symmetrisch substituierten B-Ring zuordnen kann sowie ein fur ein Proton
integrierendes Signal bei é = 6,13, welches dem aromatischen Proton am A-Ring
zugeordnet werden kann. Ein Singulett mit einem Integral fur drei Protonen kommt
bei 3,92 ppm zur Resonanz, das durch seine Verschiebung eindeutig der

Methoxygruppe in 6’-Position zugeschrieben wird.

& 828 5 2 g § 8 X
3 NNN © © s @ o i

N . \/

OMe
4
-
OH
Aceton
5
3,5
Boe H20
4o
o
on

1 | he_ JA Aﬂ . J‘ LMLJ“J\JL 1

Abbildung C-14: "TH-NMR-Spektrum von Xanthohumol (600 MHz) in Aceton-ds
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Im Protonenspektrum des Xanthohumols gibt es noch einige Charakteristika.

Die Signale im tiefen Feld (siehe Abbildung C-14) sind typisch fur Substanzen mit
Chalkonstruktur. Das Proton der Hydroxygruppe in Position f zur Carbonylgruppe
wird durch den Elektronenzug der Carbonylfunktion stark entschirmt und erst bei
hoher Frequenz angeregt. Die Doppelbindung im Chalkon zwischen den beiden
Ringen zeigt zwei Dupletts im tiefen Feld mit einer Kopplungskonstanten von 15,6
Hz.

Abbildung C-15: Chalkongrundstruktur in der die Verschiebung der Elektronen im

Rahmen einer mesomeren Grenzstruktur angedeutet ist.

Die Dubletts fur die beiden Protonen der zur Carbonylgruppe konjugierten
Doppelbindung werden bei allen Chalkonen stark ins tiefe Feld verschoben (= 6,90
ppm). Diese Doppelbindung ist im Gegensatz zur Doppelbindung der Prenylgruppe
(5,24 ppm) stark entschirmt. Ein weiteres Signal bei 3,28 kann als Dublett flr zwei
Protonen der -CHz-1"-Position der Seitenkette zugeordnet werden. Die beiden
Singuletts bei 1,62 ppm und 1,75 ppm mit jeweils drei Protonen gehdren zu den

Methylgruppen der Prenylkette.

Im "*C-NMR-Spektrum (sieche Abb. C-16) kann das Signal bei & = 193,3 ppm dem
quartaren Kohlenstoff der Ketogruppe zugeordnet werden. Die beiden intensiveren
Signale bei 6 = 131,2 ppm und 6 = 116,8 ppm gehdren zu insgesamt vier
Kohlenstoffatomen und kénnen den aromatischen Kohlenstoffatomen am B-Ring
zugewiesen werden. Der Kohlenstoff der Methoxygruppe in 6°-Position kann dem

Signal bei 6 = 56,1 ppm zugeordnet werden.
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Abbildung C-16: 3C-NMR- Spektrum von Xanthohumol (150 MHz) in Aceton-ds

6.2 Zuordnung der 2D-Daten von Xanthohumol

Fir die Strukturaufklarung von komplexen chemischen Verbindungen ist die
Aufnahme von 2D-heteronuklear korrelierten NMR-Spektren (z.B. zwischen "*C und
'H) von groRer Wichtigkeit.

Innerhalb des COSY-Experimentes werden skalare Kopplungen benachbarter
Protonen beobachtet. Seltener sind auch Kopplungen Uber mehrere Bindungen
(long-range) zu detektieren.

Mit dem HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) kann durch die
Untersuchung der direkten Kopplung von Protonen an Kohlenstoff-Atome eine

jeweilige Zuordnung von "H- bzw. "*C-NMR-Signalen erfolgen (sieche Abb. C-17).
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Abbildung C-17: HSQC-Spektrum (600 MHz) von Xanthohumol in Aceton-dg
In den HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)-Spektren sind Korrelationen

liber mehrere Bindungen (?J und 3J-Kopplungen) zwischen C- und 'H-Atomen

sichtbar.
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Abbildung C-18: HMBC-Spektrum (600 MHz) von Xanthohumol in Aceton-ds

Aus dem HSQC (Abb. C-17) erfolgt fir das Xanthohumol eine Zuordnung der
Protonen zu den jeweiligen Kohlenstoffen. So kdnnen beispielsweise die beiden
Dubletts im tiefen Feld bei 6 = 6,91 ppm (H-B) und 6 = 7,60 ppm (H-a) den
Kohlenstoffen bei 125.5 (C-a) und 143.2 (C-B) zugeordnet werden. Insgesamt kann
die in der Literatur vorgenommene Zuordnung [8, 100] durch die Analyse der 2D
Spektren (Abb. C-17 bis C-21) bestatigt werden. Zur einwandfreien Zuordnung der
Methylgruppen, die Lage zum Proton an der Doppelbindung betreffend, wird noch ein
NOESY gemessen. Der Unterschied des NOESY (Nuclear Overhauser
Enhancement SpectroscopY)-Experimentes im Vergleich mit den anderen hier
erlauterten 2D-Verfahren (COSY, HSQC, HMBC) besteht darin, dass hier keine
Beziehungen zwischen Kernen, die Uber skalare Spin-Spin-Kopplungen, d.h. Uber
Bindungen, miteinander in Wechselwirkung treten, sichtbar gemacht werden,

sondern Wechselwirkungen zwischen koppelnden Kerndipolen, die direkt Uber den
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Raum Ubertragen werden. Dieser Magnetisierungstransfer ber den Raum erfolgt

Uber den Kern-Overhauser-Effekt.

ppm
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Abbildung C-19: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum (600 MHz) von Xanthohumol

in Aceton-dg

Am haufigsten wird das homonukleare 'H-"H-NOESY-Experiment durchgefuhrt, um
Beziehungen zwischen Protonen Uber den Raum aufzudecken. Vorteilhaft ist die
Aufnahme eines NOESY-Spektrums, wenn Beziehungen zwischen Protonen
vermutet werden, die zwar Uber viele Bindungen voneinander getrennt (keine Signale
im COSY-Spektrum), aber sich raumlich sehr nahe sind. Im NOESY-Spektrum sind
analog dem COSY-Spektrum auf beiden Achsen die "H-chemischen Verschiebungen
aufgetragen. Es ergibt sich also ein zur Diagonalen symmetrisches Diagramm. Das

Spektrum beinhaltet wieder Diagonal- und Kreuzsignale.
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Abbildung C-20: NOESY-Spektrum (600 MHz) von Xanthohumol in Aceton-ds

Aus dem vergroRerten Ausschnitt des NOESY-Spektrums (siehe Abb. C-21) ist eine
eindeutige Zuordnung der Protonensignale zu den beiden Methylgruppen mdglich.
Das Signal bei 6 = 1,63 ppm (3H) koppelt mit dem Signal flr H-2” (6 = 5,24 ppm) und
kann H-5" zugeordnet werden, wahrend das Signal bei 6 = 1,75 ppm (3H) mit dem

bei 6 = 3,28 ppm wechselwirkt und so zu H-4” gehort.
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Abbildung C-21: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum (600 MHz) von Xanthohumol

in Aceton-dg

7 Variation der Chalkone am B-Ring

7.1  Variation der Position und der Anzahl der Hydroxygruppen

Mit der Synthese von Xanthohumol als Leitstruktur bietet sich nun eine interessante
Mdglichkeiten der Strukturvariation. Es werden nun im weiteren Verlauf
Verbindungen hergestellt, die am B-Ring des Chalkons die Stellung und Anzahl der
Hydroxygruppe variieren.
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R4 R4

MOMO OMOM R3 KOH: EtOH MOMO OMOM R3
+
H L
R2 R2

Verbindung 6

Ry .0 O R4

H3;C

Verbindung 17: Ry = OMOM; Ry, R3 R4 =H

Verbindung 18: Ry =H; R, =OMOM; R3, Ry =H
Verbindung 19: Ry = H; Ry, R3 = OMOM; R4 =H
Verbindung 20: Ry = H; R, = OMOM; R3 = H; R, = OMOM

Verbindung 21: R; = H; Ry, R3, R4 = OMOM

Abbildung C-22: Basen-katalysierte Aldol-Kupplung zum geschutzten Chalkon

Als Reaktionspartner fir die basenkatalysierte Aldol-Kupplung wird in dieser

Sequenz immer der geschitzte A-Ring (Verbindung 6) gewahlt, der mit den

jeweiligen geschutzten Benzaldehyden (Tab. C-1) umgesetzt wird (siehe Tab. C-2).

Tabelle C-2: Geschiitzte Chalkone

Name

Struktur Verbindung

6’-Methoxy-2,2’,4’-tri-
(methoxymethoxy)-3’-

prenylchalkon

6’-Methoxy-2’,3,4’-tri-
(methoxymethoxy)-3'-

prenylchalkon

MOMO OMOM 17
POV e

- MOM
H3CO @) OMO

MOMO O OMOM O 18
X OMOM
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/ o]
<
o o
< =
o o
< <

6'-Methoxy-2’,3,4,4-tetra- MOMO 19
(methoxymethoxy)-3'-
prenylchalkon H3C/O o)

, , |
2’-Hydroxy-6’-methoxy- OMOM 20
3,4’ ,5-tri(methoxy- MOMO O OH O
methoxy)-3’- XN OMOM
prenylchalkon I_|3C/o o}

, , |
2’-Hydroxy-6'-methoxy- OMOM 21
3,4,4’ 5-tetra(methoxy- MOMO O OH O OMOM
methoxy)-3’- XN OMOM
prenylchalkon H3C/O o}

Bei den Verbindungen 20 und 21 entsteht bei der Kupplung jeweils eine bereits freie
Hydroxygruppe an der 2’-Position. In den 'H-Spektren zeigt sich bei allen
Verbindungen das Fehlen der Methylgruppe des Acetophenons und die Entstehung
von je zwei Dubletts im Bereich von 7-8 ppm mit einer Kopplungskonstante von ca.
16 Hz. Dies lasst auf eine erfolgreiche Aldolkupplung zu einem geschutzten Chalkon
schliel3en.

Zur Vervollstandigung der Synthese ist zum Abschluss die Abspaltung der
Schutzgruppen der geschitzten Verbindungen notwendig. Dies erfolgt mit 3 N HCI in
Methanol unter Ruckfluss. Dabei ist darauf zu achten, dass die einzelnen
Substanzen nicht zu lang mit der Saure in der Hitze gertuhrt werden. Bei langerer
Dauer ist eine Abspaltung der Prenylkette moglich. Die Aufreinigung der jeweiligen
Endverbindung erfolgt durch Saulenchromatographie in unterschiedlichen

Petrolether/Ethylacetat-Verhaltnissen.
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Tabelle C-3: Chalkone mit variabler Hydroxylgruppensubstitution

Name Struktur Verbindung
|
2,2, 4'-Trihydroxy-6'- HO O OH O 22
methoxy-3’-prenylchalkon A
H3C/O O OH
|
2’,3,4’-Trihydroxy-6'- HO O OH O 23
methoxy-3’-prenylchalkon X OH
H3C/O ©
|
2,3,4,4 -Tetrahydroxy-6'- HO O OH O OH 24
methoxy-3’-prenylchalkon A OH
H3C/O ©
|
OH
23,4’ 5-Tetrahydroxy-6'- HO O OH O 25
methoxy-3‘-prenylchalkon X OH
H3C/O ©
|
OH
2',3,4,4’,5-Pentahydroxy- HO O OH O OH 26
6’-methoxy-3'- X OH
prenylchalkon HSC/O o)
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Mit Verbindung 24 (siehe Tabelle C-3) wird zum ersten Mal auch ein Phase-I-
Metabolit von Xanthohumol synthetisch hergestellt [19]. Dies ermdglicht jetzt auch
eine umfangreiche pharmakologische Testung eines ersten
Xanthohumolmetaboliten, die vorher aus Mangel an Substanz prinzipiell nicht

durchgefuihrt werden konnte.

7.2  Einfahrung einer Methoxygruppe

Unter Anwendung der unter 7.1 beschriebenen Methode werden in einer weiteren
Sequenz Chalkone synthetisiert, bei denen die Hydoxygruppen durch eine
(Ferulasaure analog) oder zwei Methoxygruppe ersetzt wird (siehe Tabelle C-4 und

C-5). Dies erfolgt wie in Kapitel 7.1 beschrieben.

Tabelle C-4: Geschutzte Chalkone mit Methoxygruppe am B-Ring

Name Struktur Verbindung

|

3,4,6'-Trimethoxy-2',4'- MOMO O OMOM O OCHs 27

di(methoxymethoxy)-3'- X OCHj

prenylchalkon ch/o o)
|

3,6’-Di(methoxy)-2',4,4- ~ MOMO O OMOM O OMOM 28

trilmethoxymethoxy)-3’- X OCH,

prenylchalkon |_|3C/O 0
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Tabelle C-5: Xanthohumolanaloga mit Methoxygruppensubstitution

Name Struktur Verbindung
|
2‘,4-Dihydroxy-4‘,6- HO O OH O OCHs 29
dimethoxy-3'- X OCH,
prenylchalkon H3C/O o

2 4 4'-Tri(hydroxy)-3,6'-

di(methoxy)-3'- HO O OH O OH 30
prenylchalkon X OCH;

8 Chalkone ohne Prenylkette

Um den Einfluss der Prenylseitenkette im Xanthohumol zu untersuchen und
herauszufinden ob und welche Bedeutung dieser Substituent fur das Molekil hat,
werden auch Verbindungen ohne diese Seitenkette synthetisiert.

Dazu werden Helichrysetin und 3-Hydroxyhelichrysetin als Analoga zu Xanthohumol
(Verbindung 16) und seinem Metaboliten 3-Hydroxyxanthohumol (Verbindung 24)
ausgewahilt.

Als Ausgangssubstanz wird auch hier das 2,4,6-Trihydroxyacetophenon-Monohydrat
gewahlt. Dieses wird mit Brommethylmethylether geschutzt und die Methylierung
direkt nach der Schitzung durchgefuhrt. So entsteht Verbindung 7, die mit 4-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd bzw. 3,4-Di(metoxymethoxy)benzaldehyd umgesetzt
wird (Tabelle C-6). Die so erhaltene Chalkone werden zur Vervollstandigung der
Synthese noch entschutzt. Die Reaktion erfolgt in guten Ausbeuten, da bei diesen
Verbindungen durch die Abwesenheit weiterer Seitenketten weniger Nebenprodukte
entstehen (siehe Exp. Teil Seite 146, 147).
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Tabelle C-6: Geschuitzte Chalkone ohne Prenylseitenkette

Name Struktur Verbindung
6’-Methoxy-2',4,4’- MOMO OMOM OMOM 31
trilmethoxymethoxy)- O X O
chalkon Hy C/O o)
6’-Methoxy-2",3,4,4'- MOMO O OMOM O OMOM 32
tetra(methoxymethoxy)- X OMOM
chalkon H3C/o O
Tabelle C-7: Endverbindungen der Chalkone ohne Prenylkette

Name Struktur Verbindung
2’,4,4-Trihydroxy-6’- HO OH OH 33
methoxychalkon O X O

H3C/O ©
2',3,4,4'-Tetrahydroxy-6'- HO 34

;

methoxychalkon

OH OH
: X g OH
0 O
C

Hs

Des Weiteren wird die Synthese von Flavokawin, Verbindung 39 und 2’,4-Dihydroxy-

4’ 6’-dimethoxy-3’-methylchalkon, Verbindung 40 durchgefuhrt. Flavokawin wurde

von Stevens et al. im Jahr 2000 [93] als eine Minorkomponente in Humulus lupulus

entdeckt. Auch hier sind auf Grund der geringen Konzentration in der Pflanze bis

heute wenig pharmakologische Daten bekannt.
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Verbindung 35 Verbindung 36

Abbildung C-23: Syntheseschema fiir Verbindungen 35 und 36; (v) (CH3)2.SO4, (n-
CaHo)sN'T

Auch hier dient 2,4,6-Trihydroxyacetophenon als Ausgangssubstanz, die mit einem
Uberschuss an Dimethylsulfat und Tetrabutylammoniumjodid als
Phasentransferkatalysator umgesetzt wird. Es entstehen Verbindung 35 und
Verbindung 36 in gleicher Ausbeute (siehe Abb. C-23 und Exp. Teil Seite 120, 121).
Durch den Uberschuss an Alkylierungsmittel werden nicht nur zwei Hydroxygruppen
angegriffen, sondern es findet auch eine Reaktion am Ring statt. Die Hydroxygruppe
in 2’-Position ist durch eine Wasserstoffbriicke mit der Carbonylfunktion stabilisiert.
Die Kupplung der beiden Substanzen mit 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd unter
basischen Bedingungen liefert die Verbindungen 37 und 38 (siehe Tabelle C-8).

Tabelle C-8: Geschutzte Chalkone mit zusatzlichen Methylgruppen

Name Struktur Verbindung

2’-Hydroxy-4’,6’- |_|3C/O OH OMOM 37
dimethoxy-4-(methoxy-
methoxy)chalkon C/o o}

Hs

2‘-Hydroxy-4',6'- CH,
dimethoxy-4-(methoxy- H3C/O O OH O OMOM 38
methoxy)-3"- X

.0 O
methylchalkon HaC
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Tabelle C-9: Methylierte Chalkone ohne Prenylgruppe

Name Struktur Verbindung
2',4-Dihydroxy-4‘,6'- H3C/O OH OH 39
dimethoxychalkon X

H3C/O ©
2’,4-Dihydroxy-4’,4’- CHs 40
dimethoxy-3'- HaC© O o O OoH
methylchalkon X

H?’C/o o)

Die Entschutzung im sauren Milieu liefert Flavokawin, Verbindung 39 und 3'-
Methylflavokawin, Verbindung 40 (Tabelle C-9).

9 Variation am A-Ring

9.1 Variation der Methoxygruppen

Xanthohumol besitzt eine Methoxygruppe in 6’-Position. Um den Einfluss dieses
Substituenten auf pharmakologische Effekte (siehe Kapitel Pharmakologische
Priafung und ORAC-Fluorescein-Assay) zu ermitteln, werden nun Verbindungen
hergestellt, die am A-Ring des Chalkons die Methoxygruppe in einer anderen
Position besitzen und sich auch in der Anzahl ihrer Methoxygruppen unterscheiden
(sieche Tabelle C-10). Desmethylxanthohumol ist eine bekannte prenylierte
Minorverbindung in Hopfen und besitzt im Vergleich zu Xanthohumol keine

Methoxygruppe an 6’.
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Xanthogalenol ist eine weitere Minorkomponente im Hopfen. Die Struktur
unterscheidet sich nur durch die unterschiedliche Position der Methoxygruppe von
Xanthohumol. Diese befindet sich nicht in 6°-, sondern in 4‘-Position.

Eine Verbindung mit einer Methoxy-Gruppe in 2'-Position ist in der Natur bisher nicht
bekannt. Diese Substanz wird aber dennoch synthetisiert, um den Einfluss der
Methoxygruppe in dieser Position mit den Daten fur Xanthohumol zu vergleichen. Bei
der Verbindung 4’-O-Methylxanthohumol, die schon von Stevens et al. [93] in
geringem Anteil in der Hopfenpflanze identifiziert worden ist, findet sich eine zweite
Methoxygruppe in 4‘-Position zusatzlich zur 6‘-Position. Es wird weiter noch eine
zweite  Substanz, 4,6’-Dihydroxy-2’,4’-dimethoxy-3’-prenylchalkon  mit den
Methoxygruppen in 2‘- und 4‘-Position hergestellt.

Die Synthese von Desmethylxanthohumol wurde 2005 von Diller et al. [12] zum
ersten Mal beschrieben. Die direkte Prenylierung von 2,4,6-Trihydroxyacetophenon-
Monohydrat am aromatischen Ring liefert jedoch keine reproduzierbaren Ergebnisse.
Daher wird die Desmethyl-Verbindung in Anlehnung an das Reaktionsschema flr
Xanthohumol hergestellt. Hierbei wird Verbindung 3, direkt mit dem geschuitzten 4-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd umgesetzt. Das entstandene geschitzte Chalkon,
Verbindung 53 wird im letzten Schritt von den Schutzgruppen befreit und liefert dann
Desmethylxanthohumol, Verbindung 58.

FUr das Xanthogalenol und das 4,6’-Dihydroxy-2’,4’-dimethoxy-3’-prenylchalkon wird
zunachst der entsprechende A-Ring synthetisiert. Dabei ist der erste Schritt die
EinflUhrung von einer bzw. zwei Methoxygruppen. Bei der Umsetzung mit einem
Aquivalent an Alkylierungsmittel entsteht Verbindung 41. Bei einem Uberschuss an
Dimethylsulfat erhalt man Verbindung 42 (siehe Exp. Teil Seite 121). Verbindung 41
wird erst mit einer MOM-Schutzgruppe versetzt, damit die sich anschlieRende
Prenylierung selektiv verlauft. Verbindung 42 und Verbindung 43 werden nun wie bei
der Xanthohumolsynthese beschrieben (siehe Exp. Teil Seite 113) mit einer
Prenylseitenkette an der noch freien Hydroxygruppe versehen. Die so entstehenden
Verbindungen 44 und 45 werden durch eine thermische Umlagerung bei 200°C in die
3’-Position (para) umgelagert. Diese thermische Umlagerung liefert dann Verbindung
46 und Verbindung 47 als fertigen A-Ring fur die Chalkone. (siehe Abbildung C-24)
Die beiden Verbindungen werden als Baustein fur die Chalkonstruktur mit 4-

(Methoxymethoxy)benzaldehyd umgesetzt.
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Verbindung 41

_0 OMOM
H5;C

Verbindung 42\ .

vii

OH O vii
Verbindung 43 .0 OMOM 0 O
O O O O
\%/ Verbindung 44 \%/Verbindung 45
viii \ viii
| |
o) OMOM ') o)
H3C H3C/ \CH3
OH O OH O
Verbindung 46 Verbindung 47

Abbildung C-24: Reaktionsschema zur Bildung methoxylierter Ringderivate; (v)
(CH3)2S04, Kat; (vi) MOM-Br, K,COs3, Aceton, reflux; (vii) Prenyl-Br, Ko,COs, Aceton,
reflux; (viii) N,N-Dimethylanilin, 200°C, Argon

Die Kupplung mit dem geschutzten B-Ring erfolgte als Aldol-Kondensation in Ethanol
unter basischen Bedingungen, wie sie allgemein fur die Synthese von Chalkonen
durchgefuhrt wird (siehe Exp. Teil Seite 128) [74-76, 88-91]. Im Fall der
Xanthogalenol Synthese entsteht die zweifach geschitzte Verbindung 54. Beim
Chalkon mit Methoxygruppen in 2’- und 4’-Position entsteht die geschutzte

Verbindung 55. Die vollstandige Entschitzung der Substanzen liefert Xanthogalenol,
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Verbindung 59 und 4,6’-Dihydroxy-2’,4’-dimethoxy-3’-prenylchalkon, Verbindung 60.
Eine weitere Minorkomponente im Hopfen ist das Chalkon mit dem Trivialnamen 4’-
O-Methylxanthohumol, bei dem sich eine zweite Methoxygruppe in 4‘-Position neben

der in 6°-Position befindet.

MOMO OMOM HO OH .0 OH
X Vv H3C
O O P o)
H5;C Hs;C © 0 H5;C
Verbindung 6 Verbindung 48 Verbindung 49

Abbildung C-25: Reaktionsschema fur die Bildung von Ring A fur 4’-O-
Methylxanthohumol; (x) 3 N HCI, MeOH, 15 min Reflux; (v) (CH3)2SOy4, (n-C4Hg)sN*I

Zur Synthese dieser Substanz wird der fertige geschutzte A-Ring des Xanthohumols,
Verbindung 6 herangezogen (Abb. C-25). Bei diesem muss die MOM-Schutzgruppe
in 4’-Position durch eine Methoxygruppe ausgetauscht werden. Dies erfolgt durch die
vollstandige Entschitzung in einem Methanol/Salzsaure-Gemisch (v/v 5:1) far 20
Minuten unter Ruckfluss (siehe Exp. Teil Seite 141). Die erhaltene Verbindung 48
kann anschlieend durch die Methylierung der Hydroxygruppe in 4’-Position in
Verbindung 49 Uberfuhrt werden.

Durch die Aldol-Kupplung mit 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd entsteht das
geschutzte Chalkon Verbindung 57, welches durch die Entschitzung mit 3 N
Salzsaure in Methanol in das zweifach O-Methylierte Derivat des Xanthohumols
umgewandelt wird (Verbindung 61).

Der schwierigste Teil der Synthese fir ein Xanthohumolderivat mit einer
Methoxygruppe in 2’-Position besteht in der Herstellung des entsprechend
substituierten A-Ringes, wobei zunachst Verbindung 3 hergestellt wird. Da bei dieser
Verbindung zwei Schutzgruppen in 2’- und 4’-Position vorhanden sind, werden diese
in einem Methanol/Salzsaure-Gemisch (v/v 5:1) bei 15 Minuten unter Ruckfluss
entfernt (siehe Exp. Teil Seite 141). So erhalt man das vollstandig entschiutzte am
Ring prenylierte Acetophenon, Verbindung 50. Eine erneute Maskierung der
Hydroxygruppen ergibt Verbindung 51, wobei die Positionen 4’ und 6’ geschutzt sind.

Diese Positionen sind fir diese Reaktion jetzt beginstigt, da die direkte
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Nachbarschaft der Prenylkette und der Carbonylfunktion die 2’-Position vermutlich
sterisch an der Reaktion mit der MOM-Schutzgruppe hindert. Die EinfuUhrung der
Methoxygruppe an diese Stelle mit Hilfe von Tetrabutylammoniumjodid als
Phasentransferkatalysator ergibt Verbindung 52. (Abb. C-26)

| |
MOMO OMOM HO H MOMO H MOMO “CH,
X Vi Y,
O M

| |
0 0] (0]
OH OH O OM/O O MOM/O 0

Verbindung 3 Verbindung 50 Verbindung 51 Verbindung 52

Abbildung C-26: Reaktionsschema zur Synthese des A-Rings von Xanthoflorianol;
(x) 3 N HCI, MeOH, 15 min reflux; (vi) MOM-Br, KoCO3, Aceton, reflux; (v) (CH3)2S0Oy4,
(n-C4Hg)3N+|_

Die Kupplung dieses geschitzten A-Rings mit dem entsprechend maskierten 4-
Hydroxybenzaldehyd ergibt die Chalkonstruktur Verbindung 57. Die Entfernung aller
Schutzgruppen liefert die zu Xanthohumol analoge Struktur mit der Methoxygruppe in
2’-Position, Verbindung 62. Fur dieses nicht naturlich vorkommende Chalkon wird

der Trivialname Xanthoflorianol eingefuhrt.

Tabelle C-10: Geschutzte Methoxy-Chalkone

Name Struktur Verbindung

|

6’-Hydroxy-2’,4,4'- MOMO OMOM OMOM 53

tri(methoxymethoxy)-3’- O X O

prenylchalkon OH O
|

6’-Hydroxy-4’-methoxy- Hye O O OMOM ‘ OMOM 54

2’ 4-di(methoxymethoxy)- AN

3’-prenylchalkon OH O
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6’-Hydroxy-2’,4’- 55
dimethoxy-
4(methoxymethoxy)-3’-
prenylchalkon
, - |
2’-Hydroxy-4’,6'- 56
dimethoxy-4(methoxy- H3C/O O OH O OMOM
methoxy)-3’- XN
prenylchalkon H3C/O o)

|
2'-Methoxy-4,4°,6'- 57
tri(methoxymethoxy)-3'- MOMO O Osch, O OMOM
prenylchalkon X

mMom-© O
Tabelle C-11: Methoxychalkone
Name Struktur Verbindung

|
2',4,4'6'-Tetrahydroxy-3'- HO OH OH 58
prenylchalkon O A O

OH O
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2',4,6’-Trihydroxy-4'- Hyc© O OH O OH 59
methoxy-3’-prenylchalkon X

4,6’-Dihydroxy-2’,4’- 60
dimethoxy-3'-
prenylchalkon

|
2‘,4-Dihydroxy-4-,6"- H3C/O O OH O OH 61
dimethoxy-3'- X
prenylchalkon H3C/O o)

|
4,4’ 6’-Trihydroxy-2’- HO O O\CH3 O OH 62
methoxy-3’-prenylchalkon A

OH O

9.2 Chalkone mit Geranylseitenkette

Eine weitere Mdglichkeit der Strukturvariation ist die Synthese von Verbindungen, die
statt einer Prenyl- eine Geranylseitenkette tragen.

Geranylierte Chalkone besitzen im Vergleich zu prenylierten Verbindungen eine
Seitenkette mit 10 Kohlenstoffatomen, wodurch das Molekul lipophiler ist. Zu den
pharmakologischen Eigenschaften dieser Chalkone liegen ebenfalls noch wenige

Daten vor.
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In Humulus lupulus ist 3’-Geranylchalkonaringenin die einzige bisher isolierte
geranylierte Verbindung. Nach Xanthohumol, dem am mengenmallig haufigsten
prenylierten Chalkon (~ 90%) und Desmethylxanthohumol (~ 5%) ist es oft die
dritthaufigste Verbindung in der Chalkon-Fraktion des Hopfens. [93]

In dieser Arbeit wird eine Synthese fur 3’-Geranylchalkonaringenin und das 3’-
Geranyl-2’4,4’-trihydroxy-6"-methoxychalkon entwickelt. Im Gegensatz zu dem im
Hopfen vorkommenden Chalkon besitzt es wie das Xanthohumol eine
Methoxygruppe an der 6’-Position.

Wie fur die Synthese bereits dargestellter Chalkone ist der erste Schritt der Schutz
der OH-Gruppen durch die MOM-Schutzgruppe. Die Geranylkette wird durch
nucleophile Substitution mit der freien Hydroxygruppe zu einem Ether eingebracht,
wobei Geranylbromid als Nucleophil verwendet wird (siehe Exp. Teil Seite 113) [94,
95]. Die basische Reaktionsmischung wurde 24 Stunden unter Ruhren refluxiert.
Dabei entsteht Verbindung 63. Dann wird die Geranylkette durch eine thermische
Umlagerung bei 200°C in die 3’-Position (para) umgelagert. (siehe Exp. Teil Seite
117 und Abb. C-27 und C-28)

MOMO omMom Br—\ K2COs MOMO OMOM
\@'( + Aceton \@’(
OH O

o O

Verbindung 1 ~ Verbindung 63

Abbildung C-27: Geranylierung von Verbindung 1 zu 63

Diese thermische Umlagerung ist, wie auch bei der Synthese von Xanthohumol, der

Ausbeute-limitierende Schritt mit maximal 28% an Verbindung 64.
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MOMO\©1(’J;OM MOMO OMOM . MOMO OMOM
VIl -

O O OH O H3C/O 0]
=~ Verbindung 63 Verbindung 64 Verbindung 65

Z

Abbildung C-28: Umlagerung der Geranylkette von 63 und Methoxylierung zu
Verbindung 65; (viii) N,N-Dimethylanilin, 200°C, Argon; (v) (CH3)2SO4, (n-C4Hg)sN™I"

Der Methoxylierungsschritt zu Verbindung 65 erfolgt binnen 24 Stunden mit
Dimethylsulfat unter Phasentransferkatalyse in Methylenchlorid/Wasser (v/v 3:2) bei
Raumtemperatur. Fur die naturliche Geranylverbindung wird die Kupplung von
Verbindung 64 mit dem 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd durchgefuhrt. Bei der in
Hopfen bisher nicht bekannten Geranylverbindung mit der Methoxygruppe in der 6’-
Position wird fur die Aldolkupplung Verbindung 65 ebenfalls dieses geschuitzte
Benzaldehydderivat verwendet. (siehe Abb. C-29)

Verbindung 64 Verbindung 65

Xi Xi

MOMO OMOM OMOM MOMO OMOM OMOM
PONG PONG

OH O L0 O
H,C

Verbindung 66 Verbindung 67

Abbildung C-29: Bildung der geschutzte Geranylchalkone 66 und 67; (xi) KOH,
EtOH/H0O
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Die gewunschten Endprodukte 2’,4,4’,6’-Tetrahydroxy-3’-geranylchalkon, Verbindung
68 und 3’-Geranyl-2’,4,4’-trihydroxy-6"-methoxychalkon, Verbindung 69 (Tabelle C-
12), werden durch Entschiutzen von Verbindung 66 und Verbindung 67 erhalten. Die

Aufreinigung erfolgt durch Saulenchromatographie (siehe Exp. Teil Seite 152, 153).

Tabelle C-12: Synthetisierte Geranylchalkone

Name Struktur Verbindung
|
3’-Geranyl-6’-hydroxy- | 68
2’,4,4’-tri(methoxy- HO OH OH
methoxy)chalkon O X O
OH O
|
3’-Geranyl-6’-methoxy- | 69
2,4,4’-Tri(methoxy- HO OH OH
methoxy)chalkon O X ‘
H3C/O °

9.3 Doppelte Prenylierung

Auch durch eine doppelte Einfuhrung der Prenylkette kénnen einige Minor-
verbindungen synthetisiert werden.

Fir die Synthese des diprenylierten A-Ringes von 3’,5’-Diprenylchalconaringenin und
5’-Prenylxanthohumol (Verbindung 77) werden verschiedene Syntheseansatze
erprobt. Zum einen [74-76] wird eine weitere Umlagerung von Verbindung 4
durchgefuhrt (siehe Abb. C-30). Die zweite Prenylkette soll durch eine thermische

Verschiebung in die ortho-Position verlagert werden. Diese Reaktion fiihrt jedoch zu
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keinem zweifach am Ring prenylierten Produkt. Auch der Versuch der direkten
zweifachen Prenylierung an Verbindung 1 liefert nur sehr wenig an Verbindung 70 (~

23%), jedoch sehr viele nicht bestimmte Nebenprodukte.

MOMO OMOM MOMO OMOM MOMO OMOM
\q( KOH, MeOH ,

OH O ~  OH O _~_0 ©

Verbindung 1 Verbindung 70 Verbindung 4

Verbindung 78

Abbildung C-30: Direkte Prenylierung (Exp. Teil S. 118) und Umlagerung zur
Herstellung eines diprenylierten Acetophenonderivates; (v) (CH3)2SO4, (n-C4Hg)sN™I"

Am erfolgreichsten ist die Einfuhrung der zweiten Prenylkette durch eine weitere
nucleophile Substitution an der freien phenolischen OH-Gruppe von Verbindung 71
(siehe Abb. C-32 und Exp. Teil Seite 153). Das einfach entschitzte O-prenylierte
Acetophenon (Verbindung 71) wird durch Behandlung von Verbindung 2 mit HCI im
Eisbad fast quantitativ gewonnen. Die selektive Abspaltung einer MOM-
Schutzgruppe erfolgte in guter Ausbeute von 96% und ohne Bildung von
Nebenprodukten.

Um die Abspaltung von beiden Schutzgruppen zu vermeiden, wird die Reaktion bei
0°C im Eisbad durchgefuhrt. Aulerdem verhindert die niedrige Temperatur die
Spaltung des Ethers. Verbindung 2 wird in Aceton gelost und die Losung wird
tropfenweise mit 3 N Salzsaure angesauert und 4 Stunden im Eisbad geruhrt. Der

Verlauf der Entschutzung wird dabei laufend durch Dunnschichtchromatographie
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verfolgt. Die Abspaltung der Schutzgruppe in ortho-Position zur Carbonylgruppe ist
wahrscheinlicher, da durch die raumliche Nahe eine Wasserstoff-Briucke zur

Carbonyl-Gruppe gebildet werden kann.

MOMO\(;KT(MOM HCI: 0°C MOMO\(;:);

0] (0] 0] (0]
\%/ \%/
Verbindung 2 Verbindung 71

Abbildung C-31: Selektive Entschitzung von Verbindung 2

Die zweite Prenylkette wird nun ebenfalls durch nucleophile Substitution mit der
freien Hydroxygruppe zu einem Ether eingebracht (Verbindung 72). Das zweifach C-
prenylierte Produkt, Verbindung 73 erhalt man durch thermische Umlagerung von
Verbindung 72 bei 200°C. Der letzte Schritt in der diprenylierten A-Ring-Synthese ist
die Methylierung der freien OH-Gruppe, wobei Verbindung 74 entsteht (siehe Abb. C-
32).

MOMO OH

= O O

Verbindung 71 Verbindung 73

Verbindung 74

Abbildung C-32: Herstellung von diprenylierten Acetophenonderivaten; (vii) Prenyl-
Br, Ko.CO3, Aceton, reflux; (viii) N,N-Dimethylanilin, 200°C, Argon; (v) (CH3).SO4, (n-
C4Hg)aN™I
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Die Kupplung mit dem geschutzten B-Ring erfolgt als Aldol-Kondensation unter
basischen Bedingungen. Fur die Xanthohumol analoge Struktur mit einer zweiten
Prenylkette in 5'-Position ergibt sich Verbindung 75, fur das Chalkon ohne die
Methoxygruppe entsteht Verbindung 76 (siehe Abb. C-33 und Exp. Teil Seite 136).

Verbindung 74 Verbindung 75 Verbindung 77

Verbindung 73 Verbindung 76 Verbindung 99

Abbildung C-33: Herstellung der diprenylierten Chalcone durch Aldolkopplung und
Entschitzung (xi) KOH, EtOH/H,0; (x) 3 N HCI, MeOH, 15 min reflux

Das 5’-Prenylxanthohumol (Verbindung 77) wird durch die Abspaltung der
Schutzgruppen aus Verbindung 75 gewonnen. Beim Entschutzen von Verbindung 76
entsteht nicht das 3’,5’-Diprenylchalconaringenin. Es kommt zu einer Zyklisierung
zum Flavanon (siehe Abb. C-34). In der Natur entsteht ein Gleichgewicht zwischen
Chalkon und Flavanon (Verbindung 99), wenn die Hydroxygruppe in 2° und 6'-

Position nicht substituiert sind. Hier ist dies zur Seite der Flavanone verschoben.
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Verbindung 76 Verbindung 99
Abbildung C-34: Zyklisierung von Verbindung 76 zum Flavanon Verbindung 99
Verbindung 70 wird durch das Anbringen der Methoxygruppe in 6’-Position in
Verbindung 78 abgewandelt. Sowohl Verbindung 70 als Verbindung 78 werden mit
dem geschutzten 4-Hydroxybenzaldehyd in die entsprechende Chalkonstruktur

uberfuhrt. (siehe Tab. C-13)

Tabelle C-13: Geschutzte Diprenylchalkone

Name Struktur Verbindung

6’-Hydroxy-2",4,4’- 79
trilmethoxymethoxy)-3’,5'-

diprenylchalkon

6’-Methoxy-2',4,4'- 80

trilmethoxymethoxy)-3’,5'-
diprenylchalkon

Bei der Abspaltung der Schutzgruppen von Verbindung 80 entsteht Verbindung 77,
bei Verbindung 79 kann wieder nur das zyklisierte Produkt zum Flavanon

(Verbindung 99) erhalten werden.
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9.4  Hydratisierung der Prenylseitenkette

Eine ebenfalls interessante Moglichkeit der Strukturvariation bietet die Prenylgruppe.
Es wird die EinflUhrung einer Hydroxygruppe durch eine Addition an der
Doppelbindung durchgefihrt. Zur Darstellung des entsprechenden A-Rings wird eine
Oxymercurierung an der Doppelbindung der Prenylseitenkette gewahlt (Exp. Teil
Seite 123).

Die Oxymercurierung erfolgt Ublicherweise stereospezifischer als anti-Addition [92].
Die Hydroxygruppe addiert an der gegenuberliegenden Seite des Quecksilberacetat-
lons. Diese Reaktion verlauft in zwei Schritten: Der eigentlichen Oxymercurierung,
bei der der zentrale Schritt der elektrophile Angriff eines Quecksilberacetations
(HgOAc") an das weniger substituierte C-Atom ist, und einer Demercurierung, in der
die Quecksilberacetoxy-Gruppierung reduziert und durch ein Wasserstoff ersetzt
wird. Das Quecksilberacetation (HgOAc") bildet sich im Gleichgewicht aus Hg(ll)-
Acetat. Zunachst greift das Quecksilberacetat an dem weniger substituierten C-Atom
an, weil sich so im Ubergangszustand das starker substituierte partiell positivierte C-
Atom bildet. Formal gesehen ist im metallorganischen Dreiring die Bindung des
Quecksilber-Atoms zu dem starker substituierten C-Atom langer als die zu dem
weniger substituierten. Diese Reaktion verlauft aber nachweislich Uber einen
cyclischen Ubergangszustand, da es zu keiner Umlagerung kommt. Bei einer echten
Carbenium-lon-Zwischenstufe wirde die Umlagerung des sekundaren Carbenium-
lons zu einem tertiaren Carbenium-lon zu beobachten sein. Im vorliegenden
Mechanismus wird die cyclische Zwischenstufe dann von einem Wasser-Molekul an
dem partiell positiv geladenen also dem starker substituierten C-Atom angegriffen. Im
zweiten Schritt wird eine Demercurierung mit Natriumborhydrid vorgenommen. Der
Mechanismus beinhaltet den Angriff eines Hydridions aus dem NaBH, auf das Hg-
substituierte Kohlenstoffatom unter Regenerierung des Quecksilbers. Man erhalt
somit eine hydratisierte Doppelbindung [92].

Diese Addition an die Doppelbindung nach Markownikow von Verbindung 6 liefert als
Hauptprodukt Verbindung 81. Als Nebenprodukt entsteht in kleinen Mengen
Verbindung 82. (siehe Abb. C-35).
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OH OH
| HO
MOMO OMOM . MOMO OMOM MOMO OMOM
Xii . +
- .0 O .0 O
H;C © 0 HsC H;C
Verbindung 6 Verbindung 81 Verbindung 82

Abbildung C-35: Addition einer Hydroxygruppe an die Prenylseitenkette von
Verbindung 6; (xii) Hg(OAc),

Bei der Reaktion entsteht das in der Literatur beschriebene Produkt mit der
Hydroxygruppe in 3“-Position [96]. Als Hauptprodukt geht Verbindung 81 hervor, bei
der die OH-Gruppe nach Markownikow angelagert wird, als Nebenprodukt entsteht in
kleinen Mengen die dihydroxilierte Verbindung 82 (siehe Abb. C-35).

Das Protonenspektrum von Verbindung 81 belegt diese Reaktion. Es zeigt jeweils
ein Dublett vom Tripplet bei 1,66 ppm und 2,68 ppm mit Kopplungskonstanten von

4.4 und 7,8 Hz. Ein einzelnes Proton in 3“-Position ist nicht aufgetreten.

Durch diese Markownikow-Hydatisierung wird der A-Ring in die Struktur des
bekannten Metaboliten Xanthohumol H Uberfuhrt. Diese Verbindung ist sowohl eine
Minorverbindung im Hopfen [93] als auch ein Phase-I-Metabolit des Xanthohumols
[18, 19]. Der einfach hydratisierte, geschitzte A-Ring (Verbindung 81) wird nun in
einer Aldol-Kupplung mit dem geschutzten 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd
umgesetzt. Dabei entsteht Verbindung 83. Weiter werden noch zwei weitere
Benzaldehyde mit dem modifizierten A-Ring Verbindung 81 gekoppelt. Dazu werden
der 3,4-geschutzte Benzaldehyd (Verbindung 11) und das Vanilin (Verbindung 14)
ausgewahlt. Bei diesen Kupplungsreaktionen entstehen Verbindung 84 und 85 als

gewunschte Chalkone. (siehe Tabelle C-14)

-61 -



Synthese der Testverbindungen

Tabelle C-14: Geschutzte Chalconderivate mit einer hydroxylierten Prenylseitenkette

Name Struktur Verbindung

OH

3-(3”-Hydroxy-3"- 83

MOMO OMOM OMOM
methylbutyl)-6°-methoxy- O O
2’ 4,4 -tri(methoxy-

.0 O

methoxy)chalkon HsC

OH
3'~(3"-Hydroxy-3"- MOMO OMOM OMOM 84
methylbutyl)-6°-methoxy- O O

N OMOM

2’,3,4,4'-tetra(methoxy- 5 o
methoxy)chalkon HsC”

OH
3-(3”-Hydroxy-3"- 85

MOMO OMOM OMOM
methylbutyl)-3,6"- O O
N OCH
dimethoxy-2’,4,4'- 3

trilmethoxymethoxy)chalkon HsC

Das vollstandig geschutzte Chalkon Verbindung 83 wird im letzten Schritt in einem
Methanol/Salzsaure-Gemisch 15 Minuten unter Ruckfluss gertuhrt. Das Entfernen
aller Schutzgruppen liefert Xanthohumol H (Verbindung 86) als gewilnschtes
Produkt. Die am B-Ring abgewandelten Derivate werden ebenfalls durch das
Abspalten aller Schutzgruppen in die entsprechenden Chalkone Uberfuhrt. Das
Produkt mit den zwei Hydroxygruppen am B-Ring ist Verbindung 87, das Chalkon mit
dem Vanilin als Kupplungspartner ergibt Verbindung 88 (siehe Tabelle C-15).
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Tabelle C-15: Chalkone mit hydroxylierter Prenylseitenkette

Name Struktur Verbindung

OH

2 &’ 4-Tri(hydroxy)-3'(3"- 86

HO OH OH
hydroxy-3"-methylbutyl)- O “ O

6’-methoxychalkon

OH

2',3,4,4’-Tetra(hydroxy)- 87

HO OH OH
3'(3”-hydroxy-3"- O ‘
X OH

methylbutyl)-6’-methoxy-
chalkon H3C

OH

2’ 4. 4'-Tri(hydroxy)-3'(3"- 88

HO OH OH
hydroxy-3"-methylbutyl)- O O
N OCH;

3,6’-dimethoxy-chalkon

9.5 Ringschlussreaktionen

Eine weitere interessante Mdglichkeit der Strukturvariation bietet der Ringschluss der
Prenylkette. Die Seitenkette kann in die Struktur von bekannten Metaboliten, z.B.
Xanthohumol C Uberfuhrt werden und es kdnnen auch einige natlrliche oder in der
Natur nicht vorkommende Minorverbindungen synthetisiert werden.

Xanthohumol C besitzt eine Benzoisochromenstruktur. Die Prenylkette ist dabei zu
einem Pyranring zyklisiert, an dem die Hydroxygruppe in 4‘-Position beteiligt ist. Zur

Synthese dieser Substanz wird der fertige A-Ring des Xanthohumols, Verbindung 6
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herangezogen. Bei diesem mussen die beiden MOM-Schutzgruppen in 2‘- und 4'-
Position entfernt werden. Dies erfolgt durch die vollstandige Entschutzung in einem
Methanol/Salzsaure-Gemisch (v/v 5:1) fur 15 Minuten unter Rickfluss. Die erhaltene
Verbindung 48 wird nun mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon (DDQ) in Benzol
und einigen Tropfen Dioxan zu Verbindung 89 zyklisiert (siehe Exp. Teil Seite 125
und Abb. C-36). Dies geschieht in einer Redox-Reaktion. Dabei ist der Ringschluss
eine Oxidationsreaktion und die Reduktion erfolgt am DDQ [97].

(Y S

HO OH DDQ, Benzol, Dioxan O OH
P 0 (0]
H3C © © H3C
Verbindung 48 Verbindung 89

Abbildung C-36: Zyklisierung des A-Rings zur Synthese von Xan C

Ein freies Elektronenpaar am Sauerstoff greift an der Doppelbindung an, wobei diese
um klappt. Es entsteht ein konjugiertes System mit dem Aromaten, welches dadurch
stabilisiert wird. Die beiden Protonen werden mit ihren Elektronen vom 2,3-Dichlor-

5,6-dicyan-1,4-benzochinon aufgenommen. (siehe Abb. C-37)

NC Cl NC Cl

NC Cl NC Cl

Abbildung C-37: Reduktion des DDQ

Der Ringschluss erfolgt ausschlieRlich mit der Hydroxygruppe in 4’-Position. Die freie
Hydroxykette in 2’-Position ist in eine Wasserstoffbricke mit der Carbonylfunktion
eingebunden und es entstehen daher keine unerwunschten Nebenprodukte.

Die Kupplung dieses geschutzten A-Rings, Verbindung 89 bei der die
Prenylseitenkette mit der 4'-Hydroxyposition einen Ring bildet mit dem entsprechend

maskierten 4-Hydroxybenzaldehyd liefert Verbindung 90. Es werden noch zwei
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weitere Benzaldehyde mit Verbindung 89 gekuppelt. Dazu werden der 3,4-
geschutzte Benzaldehyd (Verbindung 11) und das Vanilin (Verbindung 14)
ausgewahlt. Das Produkt mit den zwei geschutzten Hydroxygruppen am B-Ring ist
Verbindung 91, das Chalkon mit dem Vanilin als Kupplungspartner ergibt Verbindung
92 (siehe Abb. C-38).

X X

0] OH OMOM 0] OH OMOM
+ KOH; EtOH
H AN
R R

.0 O @) .0 O

H;C HsC
Verbindung 89 Verbindung 90: R=H

Verbindung 91: R = OMOM

Verbindung 92: R = O-CHj

Abbildung C-38: Geschutztes Xanthohumol C und seine Analoga

Die Entfernung der Schutzgruppe von Verbindung 90 liefert Verbindung 93. Dies ist
eine Minorkomponente im Hopfen [93]. Sie besitzt den Trivialnamen Xanthohumol C.
Durch die Abspaltung der Schutzgruppen bei den beiden anderen Ringsystemen
entstehen die Xanthohumol C-Derivate, die am B-Ring zwei Substituenten
aufweisen. Verbindung 94 besitzt eine weitere Hydroxygruppe in 3-Position. Bei
Verbindung 95 ist die Xanthohumol C verwandte Struktur durch eine zusatzliche

Methoxygruppe in 3-Position erganzt. (siehe Tabelle C-16).

Tabelle C-16: Xanthohumol C und seine Analoga

Name Struktur Verbindung

o" o 93
Dimethylpyrano[2”,3":3’,4’]-

o OH OH
2’ 4-dihydroxy-6'- O “ O

methoxychalkon O O
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A
2!’,2”_ O OH OH 94
Dimethylpyrano[2”,3":3’,4']- O N O
OH
2’,3,4-trihydroxy-6'- O O
H;C”~
methoxychalkon ’
A
2”2 o OH OH 9
Dimethylpyrano[2”,3":3’,4’]- O & O
. OCH;
2',4-dihydroxy-3,6’- O O

dimethoxychalkon

9.6 Ringschlussreaktion ohne Doppelbindung

Um den Einfluss der Doppelbindung im Xanthohumol C zu untersuchen und
herauszufinden welche Bedeutung sie fir die pharmakologische Aktivitat des
Molekuls hat, wird nun eine Verbindung ohne diese Doppelbindung im Pyranring
synthetisiert.

Um den analogen A-Ring zu Xanthohumol C ohne die Doppelbindung herzustellen,
wird wie schon fir das Xanthohumol C selbst, die ungeschitzte am Ring prenylierte
Verbindung 48 verwendet. Diese wird mit Ameisensaure in Tetrahydrofuran 3
Stunden unter Ruckfluss geruhrt (Abb. C-39 und Exp. Teil Seite 125) [98]. Dabei
findet eine Protonierung der Doppelbindung statt. Es bildet sich das stabilisierte
Carbanion. Nun kann ein freies Elektronenpaar des Sauerstoffs an der positiv
geladenen Seite der Doppelbindung angreifen. Im letzten Schritt wird das
Uberschiissige H'-lon abgespalten und kann von der Ameisensdure wieder
aufgenommen werden. Die Reaktion lauft nach dem Prinzip einer Addition an eine
Doppelbindung ab [92].
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HO oy HO T TH THF 5 oH
-0 0] .0 O
H5C HsC
Verbindung 48 Verbindung 96

Abbildung C-39: A-Ring des Xanthohumol C ohne die Doppelbindung im Pyranring

Die Prenylkette ist jetzt zu einem Pyranring ohne Doppelbindung, Verbindung 96
zyklisiert, an dem die Hydroxygruppe in 4‘-Position beteiligt ist (s. Abb. C-39). Auch
hier entstehen keine Nebenprodukte durch eine Zyklisierung in 2’-Position. Die
Umsetzung des A-Ringes mit dem geschutzten 4-Hydroxy-Benzaldehydderivat
erfolgt wie bei allen bereits synthetisierten Chalkonen in Ethanol unter basischen

Bedingungen. (Exp. Teil Seite 128)

) OH OMOM 0 OH OMOM
+ KOH; EtOH
H N

L0 O o) .0 O
HsC HsC

Verbindung 96 Verbindung 97
Abbildung C-40: Geschutztes Ringchalkon ohne Doppelbindung
Das so erhaltene Chalkon Verbindung 97 wird zur Vervollstandigung der Synthese

noch entschutzt. Das Abspalten aller Schutzgruppen liefert Verbindung 98 als

gewunschtes Produkt.
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Tabelle C-17: Ringchalkon ohne Doppelbindung

Name Struktur Verbindung

2”,2”-Dimethyl-3”,4"- 98
dihydro-(2H)-

0] OH OH
pyrano[2”,3”:3’,4']-2’,4- O S O

dihydroxy-6’- o O

H,C
methoxychalkon
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D Pharmakologische Prifung

Die Aufgaben im zweiten Teil dieser Arbeit lagen zum einen in der in vitro Testung
der synthetisierten Verbindungen auf ihre zytotoxische Wirkung (Hemmung des
Zellwachstums an der humanen Gebarmutterhalskrebstumorzelllinie HeLa) und zum
Anderen auf der Testung ihrer Radikalfangereigenschaften und damit der
antioxidativen Wirkung. Das Vorgehen und die Ergebnisse zu beiden Testsysteme

werden in den folgenden Punkten vorgestellt.

1 Bestimmung der Zytotoxizitat

Zytotoxizitat ist die Fahigkeit einiger chemischen Substanzen (z.B. auch Arzneistoffe)
Zellen zu schadigen. Diese Schadigung kann auch in vivo durch Zellen des
Immunsystems geschehen, z.B. durch Antikdrper, zytotoxische T-Zellen und
natirliche Killerzellen. Auch Viren kdnnen zytotoxisch wirksam sein. Die Zytotoxizitat
einer Substanz kann z.B. mit dem MTT-Test bestimmt werden. Das Detektionsprinzip
dieses kolorimetrischen Tests beruht auf der reduktiven Spaltung des Tetrazol-
Ringes von MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) zu

violetten wasserunldslichen Formazankristallen.
1.1 In vitro Testung an der humanen Gebarmutterhalskrebstumorzelllinie HeLa

Die zytotoxische Wirksamkeit der synthetisierten Verbindungen wurde an HelLa
Zellen untersucht. Es handelt sich dabei um eine Zelllinie, die aus menschlichen
Ephitelzellen eines Zervixkarzinoms (Gebarmutterhalskrebs) einer 31-jahrigen
afroamerikanischen Frau aus Baltimore etabliert wurde. Bei der Patientin Henrietta
Lacks (daher der Name) wurden einige dieser Zellen von einem Karzinom am
Muttermund entfernt, um sie auf ihre Malignitat zu untersuchen. Die entfernten Zellen
waren vom humanen Papillomvirus 18 (HPV18) befallen. Der Gendefekt konnte
inzwischen aufgeklart werden: Die Zellen waren sowohl durch ein virales Protein,
welches den p53 Tumorsuppressor inaktiviert, als auch durch eine Mutation in Frau
Lacks HLA (Humanes Leukozyten Antigen) Supergenfamilie auf Chromosom 6 zu

Tumorzellen entartet.
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2 Der MTT-Assay

Der MTT-Assay ist ein Standard-Test zur Bestimmung der Hemmung von
Zellwachstum und der Zytotoxizitat [101]. Zellen werden in vitro mit dem MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid), einem gelben Tetrazoliumsalz,
inkubiert, um ihre Lebensfahigkeit beziehungsweise den Anteil lebender Zellen im
Vergleich zu einer Kontrollprobe von Zellen zu messen. Dies ist beispielsweise nach
Testung einer giftigen Substanz notwendig, um den Nachweis der Toxizitat der
Substanzen auf die Zellen zu zeigen. Der kolorimetrische MTT-Test beruht auf der
reduktiven Spaltung des Tetrazol-Ringes von MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) zu violetten wasserunloslichen Formazankristallen (siehe
Abbildung D-1) durch zellulare Dehydrogenasen, die wesentlich in den Mitochondrien

lebender Zellen stattfindet.

MTT Formazan

CHs

Abbildung D-1: Reduktion des gelben MTTs zum violetten Formazan

MTT ist ein nicht membrangéngiges Tetrazoliumsalz. Es wird von Zellen vermutlich
durch Endozytose aufgenommen. In den Zellen wird es durch Oxidoreduktasen der
Mitochondrien, des endoplasmatischen Retikulums und des Cytosols zu einem
blauvioletten Formazan reduziert, welches sich in der Bildung von nadelférmigen
Kristallen auf3ert. Nur lebende Zellen enthalten aktive Dehydrogenasen, deshalb
bleibt bei toten Zellen die Bildung des Farbstoffs aus [101].

Die Menge an gebildetem Formazan durch die Umwandlung des MTT ist ein Mal3 fir
die Lebensfahigkeit (engl. ,viability”) der Zellen in Kultur. Die Menge des gebildetem
Formazan hangt von der Anzahl der Zellen (und der enthaltenen Mitochondrien) und

von ihrem ,,Gesundheitszustand" ab.
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Beobachtet man nach der Behandlung mit einer Substanz eine verminderte Fahigkeit
zur Reduktion von MTT im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle, zeigt dies sehr
allgemein eine die Zellen schadigende Wirkung an. Ob Apoptose, Nekrose,
Hemmung der  Oxidoreduktasen oder  (bei langer  Expositionszeit)
Wachstumshemmung die Ursache sind, kann mit dem MTT-Test nicht untersucht
werden. Da die Menge an umgesetztem MTT zur Anzahl der Zellen proportional ist,
wird der MTT-Test gelegentlich auch als Proliferationstest verwendet.

Um die Toxizitat einer Substanz zu testen werden die Zellen in einer 96 Well Platte
zunachst entweder mit der Testsubstanz oder mit dem Ldsungsmittel inkubiert
(Versuchsdurchfuhrung siehe Experimenteller Teil). Fur die Quantifizierung der
Zytotoxizitat werden pro Well 15 pl MTT-L6sung (5 mg/ml) zugegeben und die Zellen
fur 4 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Dann wird vorsichtig das tberstehende
Medium mit dem Uberschuss an MTT abgesaugt und die Formazanfarbung mit einer
10%igen SDS-Ldsung (sodium dodecylsulfate) in Wasser gelost. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit im Dunkeln bei Raumtemperatur wird die optische Dichte der
gefarbten Losungen photometrisch in einem Mikrotiterplatten-Autoreader bei 560 nm
gemessen.

Bestimmt man die optische Dichte der Losung findet man einen quantitativen
Zusammenhang zwischen Anzahl der lebenden Zellen und der Absorption. Daraus
lasst sich aus der Messung der Absorption bei verschiedenen Konzentrationen der
ICso-Wert der Substanz berechnen, welcher Auskunft dartber gibt, wie effektiv das
Zellwachstum gehemmt werden kann. Fiur die Bestimmung der ICso-Werte wird die
optische Dichte gegen die logarithmische Konzentration aufgetragen. Je niedriger
der ICso-Wert ist, desto hoher ist die zytotoxische Aktivitat der Substanz.

3 Testung der synthetisierten Substanzen auf ihre Zytotoxizitat

an der humanen Gebarmutterhalskrebstumorzelllinie HeLa

3.1 Allgemeines

Alle synthetisierten Verbindungen werden an der beschriebenen Zelllinie auf ihre
zytostatischen bzw. zytotoxischen Fahigkeiten getestet. Zum ersten sichtbar machen

von Stuktur-Wirkungs-Beziehungen werden die Verbindungen hierzu in Unterklassen
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eingeteilt, an denen nur geringe Strukturverdnderungen durchgefuhrt werden. Die

angegebenen ICsp-Werte sind jeweils die Mittelwerte aus mindestens drei

unabhangigen Experimenten (und zwei Messreihen pro Experiment), wobei fir die

Messungen immer eine  Verdinnungsreihe erstellt wird mit einer

Ausgangskonzentration von 50 pg/ml. Die Verdinnung erfolgt 1:1 im Test (50; 25;

12,5; 6,25; 3,125; 1,563; 0,78; 0,39; 0,195 pg/ml)

3.2 Ergebnisse der Testsubstanzen im MTT-Assay

Tabelle D-1: ICso- Werte (umol/l) der Testverbindungen im MTT-Assay

Verbindung Konzentrationsbereich | ICso- Werte | Standardabweichung
(umol /1) (umol /1) (umol /1)
Verbindung 16 0,55-141,18 9,4 1,4
Verbindung 22 0,55-141,18 5,9 0,4
Verbindung 23 0,55 — 141,18 4,8 0,3
Verbindung 24 0,53 - 135,08 2,5 0,5
Verbindung 25 0,53 - 135,08 3,2 0,4
Verbindung 26 0,50 — 129,49 30,3 6,4
Verbindung 29 0,49 — 125,57 17,1 1,8
Verbindung 30 0,51-130,15 10,1 1,6
Verbindung 33 0,68 — 174,65 5,2 0,8
Verbindung 34 0,65 — 165,52 14,8 2,1
Verbindung 39 0,65 - 166,61 19,2 1,2
Verbindung 40 0,62 - 159,17 12,2 1,5
Verbindung 58 0,57 -147,00 16,5 1,3
Verbindung 59 0,55-141,18 28,3 3,6
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Tabelle D-1: ICso- Werte (umol/l) der Testverbindungen im MTT-Assay

Verbindung Konzentrationsbereich | [ICso- Werte | Standardabweichung
(umol /1) (umol /1) (umol /1)
Verbindung 60 0,53 - 135,81 25,6 3,3
Verbindung 61 0,53 -135,81 11,8 1,7
Verbindung 62 0,55-141,18 16,4 1,5
Verbindung 68 0,48 - 122,49 18,2 1,7
Verbindung 69 0,46 — 118,42 8,2 1,2
Verbindung 77 0,46 — 118,42 9,7 2,1
Verbindung 86 0,52 134,35 9,2 1,5
Verbindung 87 0,50 - 128,82 35,9 3,9
Verbindung 88 0,48 — 124,33 39,2 2,7
Verbindung 93 0,55 -141,99 12,5 1,7
Verbindung 94 0,53-135,82 13,0 1,3
Verbindung 95 0,51 -130,84 13,2 1,6
Verbindung 98 0,55-141,18 15,4 1,4
3.3 Diskussion der Ergebnisse

Hopfen (Humulus lupulus L.) besitzt ein breites Spektrum von strukturell verwandten
prenylierten Chalkonen, wobei Xanthohumol das am reichlichsten vorkommende
Chalkon ist. Das Spektrum von Minorkomponenten beinhaltet zum Beispiel
Xanthogalenol, 4"-O-Methylxanthohumol, 5"-Prenylxanthohumol, Xanthohumol B, C,
D, E und H. Aufgrund der guten Verfigbarkeit von Xanthohumol, das aus der
Isolierung von Hopfen oder durch die Synthese in guten Ausbeuten erlangt werden
kann, ist die pharmakologische Charakterisierung bedeutend fortgeschritten und es
zeigt sich ein interessantes Spektrum an pharmakologischen Effekten [102-104].
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Neben seiner bemerkenswerten aniproliferativen Wirkung gegen verschiedene
Krebszelllinien [54, 56, 63], weist Xanthohumol auch apoptotische Aktivitat auf [62,
63] und zeigt chemopreventive Effekte [50, 55]. Weiterhin werden in mehreren in
vitro Studien fundierte Effekte an Enzymen und Transkriptionsfaktoren beobachtet,
die bei der Entstehung von Krebs beteiligt sind [57-62]. Erst vor kurzem wurde von

einer in vivo Wachstumshemmung eines Gefaldstumors berichtet [61].

In Anlehnung an die Literaturdaten von anderen Zelllinien, zeigt Xanthohumol eine

bemerkenswerte zytotoxische Aktivitat mit einem ICso-Wert von 9,4 + 1,4 uM.
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Abbildung D-2: Bestimmung des ICso-Wertes von Xanthohumol. Dabei wird die

optische Dichte gegen die logarithmische Konzentration aufgetragen.

In dieser Arbeit wurden die Mdoglichkeiten der Strukturvariation an den beiden

aromatischen Ringen der Chalkonstruktur untersucht und getestet.

3.3.1 Variationen am B-Ring

Interessanterweise besitzen die durch die Variation der Anzahl und Position der
Hydroxygruppe am B-Ring hergestellten Verbindungen eine héhere Wirkung als das

Xanthohumol selbst, mit Ausnahme der dreifach substituierten Verbindung 26. Die
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Verbindung 23 mit der Hydroxygruppe in 3’-Position besitzt mit einem ICso von 4,8 +
0,3 uM eine deutlich hohere Aktivitat als das Xanthohumol mit 9,4 + 1,4 pM. Die
Substanz mit der Hydroxygruppe in 2’-Position zeigt ebenfalls eine hohere Aktivitat
mit einem ICso-Wert von 5,9 + 0,4 uM.

Die beiden nicht natirlichen dihydroxilierten Verbindungen 2’,3,4,4’-Tetrahydroxy-6'-
methoxy-3’-prenylchalkon und 2’,3,4’,5-Tetrahydroxy-6’-methoxy-3’-prenylchalkon
sind dabei jedoch die aktivsten mit ICso-Werten von 2,5 = 0,5 uM und 3,2 = 0,4 uM.
Dabei ist besonders von Bedeutung, da Verbindung 24, diese ist als ein moglicher
Phase-I-Metabolit von Xanthohumol bekannt [18], eine bessere Wirkung zeigt als das
Xanthohumol selbst. Das trihydroxylierte Chalkon (Verbindung 26) dagegen weist
eine deutlich geringere Aktivitat auf (ICsp 30,3 = 6,4 puM). Im Vergleich zum
Xanthohumol liegt hier der ICso-Wert um den Faktor 3 hoher.

Die zweifach substituierten Substanzen erreichen die héchste zytotoxische Aktivitat,
weshalb auch eine Umwandlung einer bzw. beider Hydroxygruppen in eine
Methoxykette  untersucht wird. Das 2',4,4-Tri(hydroxy)-3,6'-di(methoxy)-3'-
prenylchalkon (Verbindung 30) mit einer Methoxygruppe und nur einer
Hydroxygruppe am B-Ring zeigt eine Aktivitat von 10,1 £ 1,6 uM. Es lasst sich
feststellen, dass die Hemmwirkung hier in derselben Gréf3enordnung wie bei der
Vergleichsverbindung 16 liegt, jedoch im Vergleich zum dihydroxyliertem Analogon
einen um den Faktor 4 hoheren ICso-Wert (und damit eine niedrigere Aktivitét)
besitzt. Die Substanz mit zwei Methoxygruppen am B-Ring in 3’- und 4’-Position
(Verbindung 29) zeigt einen deutlich héheren ICso-Wert von 17,1 £ 1,8 uM und damit
noch geringere Aktivitat.

3.3.2 Chalkone ohne Prenylkette

Um den Einfluss der Prenylseitenkette auf die Aktivitat des Xanthohumol zu
untersuchen und herauszufinden ob und welche Bedeutung dieser Substituent fur
das Molekul hat, werden nun Verbindungen ohne diese Seitenkette synthetisiert und
getestet.

Dazu werden Helichrysetin und 3-Hydroxyhelichrysetin als Analoga zu Xanthohumol
(Verbindung 16) und dem Metaboliten 3-Hydroxyxanthohumol (Verbindung 24)
ausgewahlt. Auf3erdem werden das Flavokawin, Verbindung 39 und 2’,4-Dihydroxy-

4’,6’-dimethoxy-3’-methylchalkon, Verbindung 40 untersucht. Flavokawin wurde von
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Stevens et al. im Jahr 2000 als eine Minorkomponente in Humulus lupulus entdeckt
[93]. Aber auch hier sind auf Grund der geringen Konzentration in der Pflanze bis
jetzt wenig pharmakologische Daten bekannt.

In dem hier durchgefuhrten Test zeigt sich, dass fast alle getesteten Verbindungen
ohne Prenylkette ICso-Werte erreichen, die etwas héher liegen als die ICso-Werte der
Substanzen mit Prenylseitenkette. Das Helichrysetin zeigt als einzige Verbindung
einen sichtlich niedrigeren 1Cso-Wert.

Ein Vergleich der zytotoxischen Aktivitdt von prenylierten Verbindungen, wie
Xanthohumol und 3-Hydroxyxanthohumol mit ihren korrespondierenden nicht
prenylierten Analoga Helichrysetin (ICso 5,2 + 0,8 uM) and 3-Hydroxyhelichrysetin
(ICso 14,8 £ 2,1 pM) zeigt, dass die Prenylseitenkette in C-3’-Position nur einen
Einfluss auf die Zytotoxizitdt bei den dihydroxilierten Verbindungen hat. Beim
Vergleich von 4-O-Methylxanthohumol (ICso 11,8 + 1,7 puM) und Flavokawin erweist
sich die prenylierte Substanz als etwas besser, wobei eine deutliche Veranderung
der antiproliferativen Wirkung nicht beobachtet werden kann.

Das Flavokawin (Verbindung 39) besitzt einen 1Cso-Wert von 19,2 + 1,2 uM, wobei
Verbindung 40, die sich nur durch eine Methylgruppe in 3’-Position unterscheidet
einen etwas geringeren ICso-Wert von 12,2 + 1,5 uM besitzt.

Die Prenylkette scheint daher fur die zytotoxischen Eigenschaften im MTT Test keine
spezifische Bedeutung zu haben. Offensichtlich ist diese Position austauschbar. Dies
ergibt interessante Mdglichkeiten fir einen Austausch der Substituenten an C-3’ fur
die nicht prenylierten Xanthohumol Analoga mit dem Versuch synthetische
Verbindungen mit noch hoherer Zytotoxizitdt gegeniber Tumorzellen zu erhalten.
Auch die Entwicklung von Hybrid- und Bivalenten Molekulen unter Nutzung von C-3’

als Kupplungsposition ist moglich.

3.3.3 Variationen am A-Ring

Eine weitere Modifikation entsteht durch die Variation und Uberfiihrung der
verschiedenen Hydroxygruppen am A-Ring in verschiedene Methoxygruppen. Dabei
treten einige Unterschiede im Vergleich zum Xanthohumol als Leitstruktur auf.

Alle Verbindungen mit der Variation der verschiedenen Methoxygruppen weisen eine
geringere Wirkung auf die HelLa-Zellen auf. Die ICso-Werte liegen deutlich héher als

bei Xanthohumol. (siehe Tabelle D-1) Als Substituent des B-Rings wird zunachst
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konstant immer eine Hydroxygruppe in 4’-Position gewahlt, da die einzelnen
Verbindungen so besser mit Xanthohumol als Leitsubstanz verglichen werden
kénnen.

In Anlehnung an die Literaturdaten von anderen Zelllinien, zeigt Xanthohumol eine
bemerkenswerte zytotoxische Aktivitat mit einem ICso-Wert von 9,4 + 1,4 uM, wobei
Desmethylxanthohumol, das keine Methoxygruppe am A-Ring besitzt, eine geringere
Wirkung mit einem ICsp-Wert von 16,5 + 1,3 uM aufweist.

Der ICso-Wert von 11,8 + 1,7 puM fur das 4’-O-Methylxanthohumol (Verbindung 61),
welches eine zweite Methoxygruppe an C-4’ tragt, unterscheidet sich nur geringfugig
von dem ICso-Wert von Xanthohumol. Jedoch ist das Flavokawin als analoge
Substanz zum 4’-O-Methylxanthohumol ohne Prenylkette nochmals geringfligig
schlechter.

Das Xanthogalenol (Verbindung 59), mit der Methoxygruppe in 4’-Position und nicht
in 6’-Position, und das 4,6’-Dihydroxy-2’,4’-dimethoxy-3’-prenylchalkon (Verbindung
60), welches zwei Methoxygruppen in 2’- und 4’-Position besitzt, weisen dagegen
eine deutlich geringere Wirkung mit 1Cso-Werten von 28,3 = 3,6 pM und 25,6 + 3,3
UM auf als das Xanthohumol.

Die Verbindungen mit einer Methoxygruppe in 6’-Position besitzen hier immer eine
grolRere zytotoxische Wirkung auf die HeLa-Zellen im Vergleich zu den Substanzen
mit der Methoxygruppe in 4’-Position, wobei man bei der zweiten Methoxygruppe in
4’-Position zu der an C-6’ keine so deutliche Verschlechterung der Aktivitat feststellt.
Der Wechsel der Methoxykette in der 4’-Position scheint daher nicht so glnstig flr
die zytotoxische Wirkung.

Eine Verbindung mit der Methoxy-Alkylkette nur in 2'-Position ist in der Natur bisher
nicht bekannt. Diese Substanz wird aber dennoch synthetisiert, um den Einfluss in
dieser Position mit der Leitstruktur von Xanthohumol zu vergleichen.

Die biologische Aktivitdt von Xanthoflorianol (Verbindung 62) mit einem 1Cso-Wert
von 16,4 £ 1,5 uM ist im Bezug auf Verbindung 16 jedoch nicht so gut.

Eine direkte Beziehung zwischen Struktur und Aktivitat der Verbindungen durch den
Austausch der Methoxygruppen in ihrer Anzahl und Position zu erstellen ist zu

diesem Zeitpunkt noch nicht mdglich.

Eine weitere Mdoglichkeit der Strukturvariation ist die Verlangerung der

Prenylseitenkette in eine Geranylseitenkette.
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In dieser Arbeit wird die Minorkomponente 3’-Geranylchalkonaringenin, die bisher
einzige isolierte geranylierte Verbindung aus Hopfen und das 3'-Geranyl-2'4,4'-
trinydroxy-6’-methoxychalkon untersucht. Im Gegensatz zu dem im Hopfen
vorkommenden Chalkon besitzt es eine Methoxygruppe an der 6’-Position.

Bei der im Hopfen natirlich vorkommenden Geranylverbindung (Verbindung 68), mit
einer Hydroxygruppe in 6’-Position ergibt sich ein ICso-Wert von 18,2 £ 1,7 uM, der
fast das Zweifache von Xanthohumol betragt, sich jedoch von dem
Desmethylxanthohumolwert kaum unterscheidet.

Bei der synthetisierten Geranylverbindung (Verbindung 69) hingegen zeigt sich eine
leichte Erh6hung der zytotoxischen Wirkung auf die HeLa-Zellen. Die Verdoppelung
der Prenylseitenkette zur Geranylkette bei der sonst analogen Xanthohumolstruktur
erweist sich hier als Vorteil. Es kann ein ICso-Wert von 8,2 + 1,2 uM festgestellt
werden. Bei der Verlangerung der Prenylseitenkette zur Geranylkette erhalt man far
die in der Natur nicht vorkommende Substanz eine bessere zytotoxische Aktivitat als
fur die natirliche Verbindung.

Es wird auBerdem nicht nur die Verlangerung der Prenylkette, sondern auch eine
mehrfache Einfuhrung der Prenylkette untersucht. Die Einfliihrung einer zweiten
Prenylkette in 5’-Position zu der in 3’-Position weist einen ICso-Wert von 9,7 + 2,1 uM
auf. Der ICso-Wert dieser Verbindung zeigt eine Wirkung, die nahezu identisch mit
der der Stammverbindung ist. Die diprenylierte Substanz mit der Methoxygruppe in
6’-Position (Verbindung 77) ist daher etwa gleich gut wirksam wie die Leitsubstanz
Xanthohumol.

Mit dieser Strukturmodifikation, einer Substitution der 5’-Position am aromatischen A-
Ring mit einer zusatzlichen Prenylkette wird eine weitere Gruppe von zytostatisch

wirksamen Hemmstoffen entwickelt.

Eine ebenfalls interessante Mdglichkeit der Strukturvariation bietet die Prenylgruppe.
Es wird die Einfuhrung einer Hydroxygruppe durch eine Addition an der
Doppelbindung durchgefiihrt. Von besonderem Interesse ist die pharmakologische
Wirkung von Xanthohumol H (Verbindung 86), welches nicht nur eine
Minorkomponente in Hopfen, sondern auch ein Phase-I-Metabolit ist. Durch diese
Tatsache, dass sich diese Reaktion haufig im Xanthohumol Metabolismus ereignet
(an verschiedenen Stellen des Molekils) ist pharmakologische Testung dieser

Verbindung interessant. Das Xanthohumol H (Verbindung 86), an dem sich die
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Hydroxygruppe in 3”-Position der Seitenkette befindet zeigt in dem Zelltest einen
ahnlichen ICso-Wert wie das Xanthohumol. Es besitzt einen ICso-Wert von 9,2 £ 1,5
HM.

Die beiden Derivate mit modifiziertem Substituentenmuster am B-Ring sind jedoch
deutlich schwéacher wirksam als das Xanthohumol H selbst. Die Derivate des
Xanthohumol H mit zwei Hydroxygruppen am B-Ring in 3- und 4-Position
(Verbindung 87) und je einer Hydroxy- und Methoxygruppe am B-Ring (Verbindung
88) zeigen mit ICsp-Werten von 35,9 £ 3,9 uM und 39,2 + 2,7 uM eine deutlich
niedrigere zytotoxische Aktivitat an den Zellen. Auch bei dem Vergleich der ICso-
Werte der Verbindungen mit Hydroxygruppe in der Seitenkette mit den 1Cso-Werten
der Analoga mit Prenylkette zeigt sich eine um den Faktor 12-14 geringere
zytotoxische Aktivitat.

Die Einfihrung eines zweiten Substituenten am aromatischen B-Ring weist bei den
hier getesteten Verbindungen immer eine wesentlich schlechtere zytotoxische
Wirksamkeit auf, wobei es bei den prenylierten Analoga zu einer Verbesserung der
Wirkung kommt. Interessant ware nun auch, ob die Variation der Hydroxygruppe an
4’-Position einen Einfluss auf die Zytotoxizitat besitzt.

Eine weitere interessante Modifikation entsteht durch den Ringschluss der
Prenylseitenkette. Die Seitenkette kann so in die Struktur von bekannten
Metaboliten, z.B. Xanthohumol C uberfuhrt werden. Xanthohumol C besitzt eine
Benzoisochromenstruktur. Das Xanthohumol C (Verbindung 93), an dem die
Prenylkette zu einem Pyranring mit der Hydroxygruppe in 4‘-Position zyklisiert ist,
weist einen I1Csp-Wert von 12,5 £ 1,7 uM auf. Im Vergleich zum Xanthohumol liegt
hier der 1Cso-Wert geringfiigig héher. Auch die Derivate des Xanthohumol C mit zwei
Hydroxygruppen, in 3- und 4-Position am B-Ring (Verbindung 94) und je einer
Hydroxy- und Methoxygruppe am B-Ring (Verbindung 95) zeigen mit einen ICso-Wert
von 13,0 £ 1,3 uM und 13,2 =+ 1,6 uM eine niedrigere Aktivitat als Xanthohumol.

Es lasst sich feststellen, dass die Hemmwirkung hier in derselben Gréf2enordnung
wie bei dem Xanthohumol C liegt, jedoch bei dem Vergleich der Ring-geschlossenen
Substanzen mit den offenkettigen Verbindungen hdhere 1Cso-Werte besitzt.

Ein Einfluss des substituierten B-Rings ist bei diesen Verbindungen nicht zu
erkennen, da sowohl Xanthohumol C, als auch die beiden strukturahnlichen
Substanzen fast die gleichen ICso-Werte erreichen. Der Ringschluss der Prenylkette

zu einem Pyranring im Molekil scheint fir die Zytotoxizitat an den HelLa-Zellen nicht

-79-



Pharmakologische Prufung

direkt von Vorteil zu sein, da die offenkettigen Verbindungen jeweils niedrigere ICso-
Werte besitzen.

Um den Einfluss der Doppelbindung im Xanthohumol C zu untersuchen und
herauszufinden welche Bedeutung sie fur das Molekul hat, wird nun eine Verbindung
ohne diese Doppelbindung im Pyranring untersucht.

Das 2”,2”-Dimethyl-3”,4”-dihydro-(2H)-pyrano[2”,3":3",4’']-2’,4-dihydroxy-6’-methoxy-
chalkon (Verbindung 98), welches die gleiche Struktur wie das Xanthohumol C hat
nur ohne Doppelbindung im Pyranring, hat einen ICso-Wert von 15,4 + 1,4 M.

Dies ist mit dem ICso-Wert von Xanthohumol C fast identisch und ebenfalls geringer
als die zytotoxische Wirkung des Xanthohumol. Es lasst sich feststellen, dass die
Hemmwirkung bei allen nochmals zyklisierten Verbindungen in derselben
GrolRenordnung liegt. Die Doppelbindung im Xanthohumol C scheint bei dieser

Verbindung also keinen Einfluss auf die pharmakologischen Daten zu haben.
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E ORAC-Fluorescein Assay

1 Grundlagen des Assays

Freie Radikale sind oft hochreaktive Sauerstoffverbindungen (aggressive Molekiile),
die die Zellen und DNA schadigen kénnen.

Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) werden durch normale
zellulare Reaktionen in aeroben Organismen gebildet. Sie werden von Phagozyten
bei immunologischen Vorgangen (,respiratory burstY) zur Abwehr von
Mikroorganismen freigesetzt oder entstehen in den stark stoffwechselaktiven
Mitochondrien oder den Peroxisomen. Auch die Aktivitat der CYP P450 Enzyme, die
an vielen Stoffwechselvorgdngen beteiligt sind, tragt zur zelleigenen ROS-Bildung
bei [105]. Zu den ROS gehéren neben reaktivem Singulett-Sauerstoff (*O,)
Wasserstoffperoxid (H»0,), das Superoxidanion-Radikal (O,¢), Peroxydradikale
(HO2+ und ROOe) und das Hydroxylradikal (OHe) [106]. Meist zahlt man auch
Alkoxyradikale (ROe), Hypochlorige Saure (OCI-) sowie Ozon (O3) dazu.

Die vermehrte Bildung von freien Radikalen erfolgt durch Stress, Ozon, UV-
Strahlung, einseitige Ernahrung, Alkohol- und Tabakkonsum. Dieses Ubergewicht
von freien Radikalen nennt man oxidativer Stress [105-111].

Sind Zellen starkem Stress ausgesetzt, kann sich dieser in einem Anstieg der
intrazellularen ROS-Konzentration auf3ern. Da Radikale auf Grund ihrer ungepaarten
Elektronen sehr reaktiv sind, greifen sie nicht nur gezielt kdrperfremde Bestandteile
an, sondern reagieren ebenso mit kérpereigenen Molekulen wie DNA, Proteinen und
den Lipiden der Zellmembranen. Dies kann zu Verdnderungen und Schadigungen
der jeweiligen Biomolekile fuhren. Damit sind ROS vermutlich wichtige
Mitverursacher einer Vielzahl von Krankheiten wie zum Beispiel Krebs oder
Arteriosklerose. Aul3erdem spielen sie eine entscheidende Rolle im Alterungsprozess
[105].

Daher stehen der Zelle bzw. dem Organismus mehrere Moglichkeiten zur Verfiigung,
um die Anzahl von ROS zu regulieren. Fehlerhafte Molekile kénnen von der Zelle
erkannt und abgebaut werden, womit einer Fehlfunktion oder Mutation vorgebeugt
wird. Des Weiteren ist die Zelle in der Lage bereits entstandene Schaden zu

erkennen und zu beseitigen (DNA-Reparatur-Enzyme).
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Die Bildung von ROS kann verhindert oder aber ihre Konzentration verringert
werden, indem antioxidative Enzyme ROS reduzieren oder niedermolekulare
Substanzen diese abfangen oder ihre Bildung verhindern (Antioxidantien). Zu diesen
Enzymen gehdren die Superoxiddismutase, die die Reaktion vom Superoxidradikal
zu Wasserstoffperoxid katalysiert, ebenso wie die Glutathion-peroxidasen und die
Katalase, die Wasserstoffperoxid zu H,O umsetzen [113]. Oxidativer Stress kann
aber auch durch Zufihrung von externen Antioxidantien wieder ausgeglichen
werden.

Ein Antioxidans ist eine Substanz, die im Vergleich zu einem oxidierbaren Substrat in
niedriger Konzentration vorhanden ist und die dessen Oxidation signifikant verzogert
oder verhindert [114]. Antioxidantien neutralisieren freie Radikale und sind klassische
Radikalfanger. Durch die Anwesenheit natirlicher Antioxidantien in der Zelle, wie
z.B. Vitamin C, a-Tocopherol, 3-Carotin, Harnséure, Albumin oder Glutarsdure wird
die Zellschadigung verhindert oder verzégert. Diese reagieren mit den aggressiven
ROS und machen sie dadurch fur die Zellen unschadlich. Dartber hinaus kdnnen
Schéden durch Reparaturprozesse entfernt werden [107, 110].

Der Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) Assay ist eine Messmethode zur
Bestimmung der gesamten antioxidativen Kapazitdt von Reinsubstanzen und
Gemischen [112]. Dabei wird die Fluoreszenz eines Fluorophors unter dem Einfluss
spezieller Radikale im zeitlichen Verlauf detektiert. Durch die Radikale wird der
Fluorophor oxidiert und die Fluoreszenz verschwindet. Antioxidantien schitzen den
Fluorophor vor der Oxidation durch die Radikale, was sich in verstarkter Fluoreszenz
bemerkbar macht. Die Flache unter der gemessenen Fluoreszenzkurve ist bei
vollstandigem Abbau proportional zur gesamten antioxidativen Kapazitat der Probe
Die antioxidative Aktivitat des untersuchten Materials wird mit einer ,Area under the
curve” -(AUC) Technik ermittelt, um sowohl die Verhinderung der Radikalentstehung
durch Antioxidantien als auch die Dauer dieser Verhinderung einzubeziehen.

Sind Substanzen mit antioxidativem Potential in der Probe vorhanden, kdnnen die
durch einen Radikalbildner erzeugten Sauerstoffradikale abgefangen werden, so
dass der Fluorophor in geringerem Ausmalfd oxidiert wird. Weiterhin ist vorstellbar,
dass die Radikalentstehung uber eine Wechselwirkung mit dem Radikalbildner
verzogert wird. Zur Quantifizierung dieser Wirkung wurde die Flache unter der Kurve
(AUC) ermittelt, die sowohl Ausmald als auch Dauer der Verzdogerung der

Fluoreszenzabnahme erfasst. In beiden Fallen wird der Abbau des Fluorophors
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verzogert und die Flache unter der Kurve nimmt im Vergleich zum Ansatz ohne
Antioxidans zu (siehe Abbildung E-3).

Zunachst wurde 1993 von Cao et al. B-Phycoerythrin (B-PE), ein wasserlosliches
Protein-Gemisch aus Porphyridium cruentum, als Fluorophor verwendet. Es besitzt
eine hohe Quantenausbeute und gegeniber ROS eine hohe Sensitivitat [112]. Es

sind jedoch einige Nachteile erkennbar:

= Es finden unspezifische Wechselwirkungen mit Polyphenolen durch
Proteinbindung statt. Die Messwerte flr Substanzen dieser Art werden
dadurch signifikant verfalscht.

= Die Photostabilitat unter den Reaktionsbedingungen ist nicht gewahrleistet

» B-PE variiert bezlglich der Zusammensetzung, woraus eine unterschiedliche

Reaktivitat gegeniber ROS resultiert.

Daher wird in neueren Assays Fluorescein als Fluorophor verwendet [115]. Die
Reaktion von Fluorescein mit Radikalen beruht auf einem Transfer von
Wasserstoffatomen. Fluorescein und Fluorescein-Derivate sind die am héaufigsten
verwendeten Fluorophore zur Markierung von Biomolekilen. Sie sind preiswert,
besitzen eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute (f = 0,78) und sind photostabil.
AuRBerdem liegen ihre Anregungs- und Emissionswellenlangen im langwelligen
Bereich. (ex = 492 nm, em = 515 nm). Fluorescein zeigt aul3erdem keine
Wechselwirkungen mit Polyphenolen, was fur die Testung der Chalkone von groR3er

Bedeutung ist.

Als Radikalbildner wird in diesem Assay 2,2'Azobis(2-Methylpropionamidin)-
dihydrochlorid (AAPH) verwendet. Bei der thermischen Zersetzung von AAPH unter
Freisetzung von Stickstoff entstehen Kohlenstoffradikale, die durch Reaktion mit
Sauerstoff reaktive Peroxidradikale bilden. Durch die Verwendung von AAPH als
Erzeuger der reaktiven Sauerstoffspezies, werden die Substanzen in erster Linie auf
ihre Eigenschaft getestet, die gebildeten Radikale abzufangen. Das Fluorescein wird
durch die Peroxidradikale oxidiert, wodurch die Fluoreszenz verloren geht (siehe
Abbildung E-1).
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Abbildung E-1: Vermuteter Mechanismus der Fluorescein-Oxidation in Gegenwart
von AAPH [115]

Trolox, 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonséaure ist ein wasserlosliches
Vitamin E-Analogon mit guten Radikalfanger-Eigenschaften und wird beim ORAC-
Fluorescein-Assay als Standard-Antioxidanz verwendet. Alle Ergebnisse werden auf
Trolox bezogen und in Trolox-Aquivalenten (TE) angegeben.

HO
ROO - COOH
COOH - OH

Abbildung E-2: Trolox verhindert die Oxidation von Fluorescein, indem es die von
AAPH gebildeten Peroxyd-Radikale abfangt. Als Oxidationsprodukt entsteht ein
Chinon
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So kann die antioxidative Aktivitat verschiedener Antioxidantien aus
unterschiedlichen Assays miteinander verglichen werden. Auf3erdem wird dadurch
die Reproduzierbarkeit gewéhrleistet.

Aktive Substanzen, wie z. B Trolox fangen die von AAPH gebildeten Radikale ab,
was in einer Verzoégerung der Oxidation von Fluorescein und in einer dadurch
verzogerten Abnahme der gemessenen Fluoreszenz erkennbar ist. Abbildung E-3
zeigt diesen Zusammenhang fur unterschiedliche Trolox-Konzentrationen zur

Etablierung einer Positivkontrolle (n=4)

55000 +

45000 -

35000 A

——Ohne AAPH
—— Ohne Trolox
Trolox 1uM
Trolox 2uM
Trolox 3uM
—+—Trolox 4uM
——Trolox 5uM
——Trolox 6uM
——Trolox 7uM
——Trolox 8uM

25000 A

Fluoreszenz

15000 -

5000 -

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

-5000 f)
Zeit (min)
Abbildung E-3: Abhangigkeit der Fluorescein-Oxidation von der Zeit fir

unterschiedliche Trolox-Konzentrationen

Bei Zugabe von AAPH féllt das Signal ab (Blindwert ohne Trolox). Ist Trolox
vorhanden, zeigt die Kurve eine Plateauphase und fallt dann entsprechend der
Blindwert-Kurve ab. Je hoher die Trolox-Konzentration ist, desto langer ist die
Plateauphase und umso spater fallt die Kurve ab.

Die AUC-Werte sowohl der Trolox-Kalibriergeraden als auch der
Testsubstanzlésungen hangen nach Abzug der Blindwertflache linear von der
Konzentration ab, so dass die zu 1 mM der jeweiligen Substanz &quivalente Trolox-
Konzentration berechnet werden kann (= Trolox-Aquivalent). Je groRer dieser Wert

ist, desto hoher ist die antioxidative Kapazitat.
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2 Auswertung des ORAC-Assays

Die Flache unter der gemessenen Fluoreszenzkurve ist bei vollstandigem Abbau
proportional zur gesamten antioxidativen Kapazitat der Probe. Die antioxidative
Aktivitdt des untersuchten Materials wird mit einer ,Area under the curve® -(AUC)
Technik ermittelt. Jeder Test wird in vierfacher Ausfihrung durchgefuhrt und jedes
Experiment wird mindestens dreimal unabhangig wiederholt. Aus den gemessenen
Fluoreszenzwerten wird dann zunachst der Mittelwert bestimmt.

Aus den Mittelwerten wird dann die Flache unter der Kurve fiur alle unterschiedlichen
Losungen (Trolox und Substanz in unterschiedlichen Konzentrationen sowie LM-

Kontrolle und Blindwert) nach der folgenden Formel berechnet.

nf
AUC =1+ —*
i=1 "o
Mit: fo= Anfangsfluoreszenz beit =1 min
fi=  Detektierte Fluoreszenz bei der Zeit (Zyklus) i

Davalos et al. korrigierten die Messwerte, indem sie mit dem Faktor Fpjank t=o/Fprobe.t=0
multiplizierten [116]. Dies wirde aber zu einer unproportionalen Verschiebung der
Kurven fuhren, da der detektierte Anfangspunkt der Blindprobe immer unter dem
Anfangspunkt der restlichen Kurven (mit Substanz) liegt. Hier wurde diese Korrektur
nicht durchgefuhrt. Als Annaherung wird ein gemeinsamer Startpunkt aller Kurven
angenommen, der jedoch nicht bestimmt werden kann, da der erste Messwert im
Augenblick der AAPH-Zugabe nicht detektierbar ist.

Den netto AUC-Wert erhalt man durch:

AUC ¢t = AUC - AUCpjank

Die netto AUC-Werte (AUC,¢;) der Substanzen werden fir alle Messungen gegen die

Konzentration aufgetragen. In allen Fallen lasst sich ein linearer Zusammenhang

nachweisen.
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Aus der daraus hervorgehenden Regressionsgeraden und der jeweils zugehérigen
Trolox-Eichgeraden werden die Trolox-Aquivalente nach folgender Gleichung

bestimmt:

AUC ., (Trolox) y c(Trolox)

Trolox — Aquivalente = : _
AUC__ (Verbindung) c(Verbindung)

net

3 Ergebnisse der Testsubstanzen

In Tabelle E-1 sind die Trolox-Aquivalente als Mittelwert aus mindestens 3
unabhangigen Messungen der getesteten prenylierten Chalkone (ausgedrickt in
pumol/Trolox pro pmol reine Substanz), der jeweilige Konzentrationsbereich (umol/l)
und die Standardabweichung dargestellt. Die getesteten Verbindungen zeigen eine
bemerkenswerte Aktivitait von 0,9 bis 5,2 Trolox-Aquivalenten in einem
Konzentrationsbereich von 0,1 bis 2,0 uM. Es ist interessant, dass Xanthohumol nur
im Mittelfeld der ORAC-Werte liegt und Minorkomponenten aus Hopfen wie das
Desmethylxanthohumol, das 4’-O-Methylxanthohumol oder das Xanthohumol H sich

weitaus aktiver verhalten.
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Tabelle E-1: Berechnete Trolox-Aquivalente fir die getesteten Chalkone

Verbindung Konzentrationsbereich quri(\)/:;te Standardabweichung

(umol /1) (TE) (TE)
Verbindung 16 0,25-1,5 2,3 0,2
Verbindung 22 025-1,5 2,3 0,2
Verbindung 23 025-15 2,7 0,1
Verbindung 24 0,1-1,0 3,1 0,3
Verbindung 25 0,1-1,0 2,9 0,4
Verbindung 26 0,1-1,0 11 0,3
Verbindung 29 0,5-2,0 0,9 0,1
Verbindung 30 0,25-1,5 2,6 0,4
Verbindung 33 01-10 4,4 0,6
Verbindung 34 0,25-1,5 3,0 0,2
Verbindung 39 0,25-1,5 4,0 0,5
Verbindung 40 0,25-1,5 2,1 0,4
Verbindung 58 0,25-1,5 3.8 0,5
Verbindung 59 0,25-1,5 1.8 0,3
Verbindung 60 0,25-1,5 1,5 0,2
Verbindung 61 0,25-1,5 3,8 0,4
Verbindung 62 0,25-1,5 5,2 0,8
Verbindung 68 0,25-1,5 2,3 0,1
Verbindung 69 025-15 3,4 0,2
Verbindung 77 025-15 1,9 0,1
Verbindung 86 0,25-1,5 4,8 0,1
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Tabelle E-1: Berechnete Trolox-Aquivalente fir die getesteten Chalkone

Trolox-
_ Konzentrationsbereich L Standardabweichung
Verbindung Aquivalente
(umol /1) (TE)
(TE)

Verbindung 87 0,25-1,5 3,2 0,2
Verbindung 88 0,25-1,5 4,0 0,4
Verbindung 93 0,25-1,5 1,8 0,1
Verbindung 94 0,25-1,5 1,9 0,3
Verbindung 95 0,25-1,5 2,1 0,5
Verbindung 98 0,25-1,5 1,7 0,2

4 Diskussion der ORAC-Testergebnisse

Oft wird die pharmakologische Bedeutung von phenolischen Verbindungen in
Nahrungsmitteln diskutiert, die auch auf die antioxidative Wirkung zurtickzufthren ist
[117]. Vor allem in den letzten zehn Jahren sind viele in vitro-Tests sowohl zur
Bestimmung der antioxidativen Aktivitat von Lebensmitteln, Getrdnken sowie von
biologischen Flussigkeiten als auch von Einzelsubstanzen entwickelt worden.

Aus dem Radikalassay, in welchem auf die antioxidative Aktivitat getestet wird, geht
hervor, dass alle getesteten Chalkone antioxidativ wirksam sind. Alle untersuchten
Substanzen mit Ausnahme von Verbindung 29 (0,9 TE) zeigen eine hbhere Aktivitat
als Trolox.

Gerh&user et al. [118] berichten von einem ORAC-Wert von 2,9 Trolox-Aquivalenten
bei einer Konzentration von 1 uM fir Xanthohumol. Dies wird fast exakt durch unsere
Experimente  bestatigt, die 2,3 + 0,2 Trolox-Aquivalente in einem
Konzentrationsbereich von 0,25 - 1,5 uM zeigen.

Die Variation der Position der Hydroxygruppen am B-Ring zeigt keine Unterschiede
der Aktivitdat zum Xanthohumol. Das 2,2’,4’-Trihydroxy-6’-methoxy-3’-prenylchalkon
(Verbindung 22) besitzt einen ORAC-Wert von 2,3 + 0,2 Trolox-Aquivalenten und das
2’,3,4-Trihydroxy-6’-methoxy-3’-prenylchalkon von 2,7 + 0,1 Trolox-Aquivalenten.
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Bei der Variation der Anzahl an Hydroxygruppen kann man jedoch Veranderungen
erkennen. Beide dihydroxylierten Verbindungen (Verbindung 24 und Verbindung 25)
sind aktiver (3,1 £ 0,3 bzw. 2,9 + 0,4 TE) als Xanthohumol. Das trihydroxylierte
Chalkon (Verbindung 26) dagegen weist eine deutlich geringere Aktivitat auf (1,1
0,3 TE). Die Substanz mit den beiden Methoxygruppen am B-Ring (Verbindung 29)
zeigt mit 0,9 + 0,1 TE die niedrigste Aktivitat der getesteten Verbindungen. Das
2',4,4-Tri(hydroxy)-3,6’-di(methoxy)-3’-prenylchalkon  (Verbindung 30) mit einer
Methoxygruppe und nur einer Hydroxygruppe am B-Ring hat eine Aktivitat von 2,6 =

0,4 TE, die geringfugig besser als beim Xanthohumol ist.

Flavonoide (Flavanone und Chalkone) aus Hopfen wurden von Miranda et al. [119]
auf ihre Fahigkeit geprift, die in vitro Oxidation von menschlichem low-density-
lipoprotein (LDL) zu hemmen. Dabei wurde die Oxidation von LDL nach dem Grad
der Bildung von konjugierten Dienen und Thiobarbitursdurezahl (TBARS, als Mal3
der Fettoxidation) bemessen. Es stellte sich heraus, dass alle prenylierten Chalkone
und Flavanone antioxidative Aktivitat zeigten. Die nicht-prenylierten Verbindungen,
darunter auch Verbindung 33, weisen dort keine Aktivitat auf. In dem hier
durchgefuhrten Test dagegen zeigen aber genau diese Verbindung ohne Prenylkette
(Verbindung 33, 4,4 + 0,6 TE) eine relativ gute Aktivitat.

Auch die anderen Chalkone ohne Prenylseitenkette besitzen eine erhohte Aktivitat.
Die Verbindung 34, ebenfalls ohne Prenylkette weist mit 3,0 + 0,2 TE eine &hnliche
Aktivitat auf wie sein Analogon Verbindung 24 mit Prenylkette (3,1 £ 0,3 TE).

Das Flavokawin (Verbindung 39) hat eine Aktivitatt von 4,0 + 0,5 TE, wobei
Verbindung 40, die sich nur durch eine Methylgruppe in 3’-Position unterscheidet
einen ORAC-Wert von 2,1 + 0,4 TE besitzt.

Die Variationen der Methoxygruppen am A-Ring zeigen signifikante Unterschiede
zum Xanthohumol als Leitstruktur. Das Desmethylxanthohumol (Verbindung 58), das
keine Methoxygruppe am A-Ring besitzt, und das 4’-O-Methylxanthohumol
(Verbindung 61), welches eine zweite Methoxygruppe an C-4’ tragt, zeichnen sich
durch eine erhdhte antioxidative Wirkung mit 3,8 £+ 0,5 TE und 3,8 = 0,4 TE aus.
Jedoch ist das Flavokawin als analoge Substanz zum 4’-O-Methylxanthohumol ohne

Prenylkette nochmals geringfuigig besser.
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Das Xanthogalenol (Verbindung 59), mit der Methoxygruppe in 4’-Position und nicht
in 6’-Position, und das 4,6’-Dihydroxy-2’,4’-dimethoxy-3’-prenylchalkon (Verbindung
60), welches zwei Methoxygruppen in 2’- und 4’-Position besitzt, weisen dagegen
eine deutlich geringere Aktivitdt mit 1,8 + 0,3 TE und 1,5 = 0,2 TE auf als das
Xanthohumol. Durch die zweite Methoxygruppe in 2’-Position zu der an C-4’
verschlechtert sich hier die Wirkung, wobei man bei der zweiten Methoxygruppe in
6’-Position zu der an C-4’ eine deutliche Verbesserung der Aktivitat feststellt.

Eine Verbindung mit der Methoxy-Alkylkette nur in 2'-Position ist in der Natur bisher
nicht bekannt. Diese Substanz wird aber dennoch synthetisiert, um den Einfluss in
dieser Position mit der Leitstruktur von Xanthohumol zu vergleichen.

Die biologische Aktivitdt der hier synthetisierten Verbindung 62, welche
Xanthoflorianol genannt wird, ist im Bezug auf die antioxidative Wirkung im ORAC
Assay deutlich hoher als das Xanthohumol, Desmethylxanthohumol, Xanthogalenol
und 4’-O-Methylxanthohumol [120]. 2’-0O-Methyl-3’-prenylchalconaringenin
(Verbindung 62) zeigt mit 5,2 + 0,8 TE die hdchste hier gemessene Aktivitat.

Bei der im Hopfen nattrlich vorkommenden Geranylverbindung (Verbindung 68), mit
einer Hydroxygruppe in 6’-Position zeigt sich eine fast identische Aktivitat von 2,3 +
0,1 TE wie beim Xanthohumol. Bei der synthetisierten Geranylverbindung
(Verbindung 69) hingegen zeigt sich eine Erh6hung der oxidativen Wirkung. Die
Verdoppelung der Prenylseitenkette zur Geranylkette bei der sonst analogen
Xanthohumolstruktur erweist sich hier als Vorteil. Es kann eine Aktivitat von 3,4 £ 0,2

TE festgestellt werden.

Es wird auBerdem nicht nur die Verlangerung der Prenylkette, sondern auch eine
mehrfache Einfuhrung der Prenylkette untersucht. Die Einfliihrung einer zweiten
Prenylkette in 5’-Position zu der in 3’-Position weist jedoch nur eine antioxidative
Wirkung von 1,9 + 0,1 TE auf. Die diprenylierte Substanz mit der Methoxygruppe in
6’-Position (Verbindung 77) ist daher schwacher wirksam als die Leitsubstanz

Xanthohumol.

Von besonderem Interesse ist die pharmakologische Wirkung von Xanthohumol H
(Verbindung 86), welches nicht nur eine Minorkomponente in Hopfen ist, sondern

auch ein Phase-I-Metabolit, der nach einer oralen Verabreichung von 1000 mg/kg
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Xanthohumol in Rattenkot entdeckt wurde [18]. Die Einfuhrung einer Hydroxygruppe
durch eine Addition an der Doppelbindung der Prenylseitenkette lasst die Aktivitat im
Vergleich zu Xanthohumol ansteigen. Durch die Tatsache, dass sich diese Reaktion
haufig im Xanthohumol Metabolismus ereignet (an verschiedenen Stellen des
Molekiils) ist die pharmakologische Testung dieser Verbindung interessant.

Das Xanthohumol H (Verbindung 86), an dem sich die Hydroxygruppe in 3”-Position
der Seitenkette befindet, zeichnet sich durch eine deutlich erhdhte antioxidative
Wirkung mit 4,8 + 0,1 TE aus. Auch die Derivate des Xanthohumol H mit zwei
Hydroxygruppen am B-Ring (Verbindung 87) und je einer Hydroxy- und
Methoxygruppe am B-Ring (Verbindung 88) zeigen mit 3,2 + 0,2 TEund 4,0 £ 0,4 TE
eine erhohte Aktivitdt. Die beiden Derivate sind jedoch schwacher wirksam als das
Xanthohumol H selbst.

Bei dem Vergleich der Verbindungen mit Hydroxygruppe in der Seitenkette mit den
Analoga mit Prenylkette zeigt sich bei Verbindung 87 kein Unterschied zu Analogon
Verbindung 24 (3,1 + 0,3 TE). Das 2',4,4’-Tri(hydroxy)-3,6’-dimethoxy-3’(3-hydroxy-3-
methylbutyl)chalkon (Verbindung 88) mit einer Methoxygruppe und nur einer
Hydroxygruppe am B-Ring weist im Vergleich zu seinem Analogon Verbindung 30
(2,6 £ 0,4 TE) mit 4,0 £ 0,4 TE eine deutlich bessere antioxidative Wirkung auf.

Bei den zweifach am B-Ring substituierten Verbindungen ist nun auch die Substanz
mit je einer Hydroxy- und Methoxygruppe aktiver als die mit nur Hydroxygruppen. Bei

den Substanzen mit Prenylkette ist dies genau umgekehrt.

Eine weitere interessante Moglichkeit der Strukturvariation bietet der Ringschluss der
Prenylkette. Die Seitenkette kann so in die Struktur von bekannten Metaboliten, z.B.
Xanthohumol C Uberfuhrt werden und es kénnen auch einige natirliche oder in der
Natur nicht vorkommende Minorverbindungen synthetisiert werden.

Das Xanthohumol C (Verbindung 93), an dem die Prenylkette zu einem Pyranring mit
der Hydroxygruppe in 4‘-Position zyklisiert ist, weist eine erniedrigte antioxidative
Wirkung mit 1,8 £ 0,1 TE auf. Auch die Derivate des Xanthohumol C mit zwei
Hydroxygruppen am B-Ring (Verbindung 94) und je einer Hydroxy- und
Methoxygruppe am B-Ring (Verbindung 95) zeigen mit 1,9 + 0,3 TEund 2,1 £ 0,5 TE
eine niedrigere Aktivitat als Xanthohumol.

Bei dem Vergleich der ringgeschlossenen Verbindungen mit den Analoga mit offener

Prenylkette zeigt sich ebenfalls jeweils eine geringere Aktivitat. Ein Einfluss des
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substituierten B-Rings ist bei diesen Verbindungen nicht zu erkennen, da sowohl
Xanthohumol C, als auch die beiden strukturahnlichen Substanzen fast die gleiche
antioxidative Wirkung aufweisen.

Um den Einfluss der Doppelbindung im Xanthohumol C zu untersuchen und
herauszufinden welche Bedeutung sie fur das Molekul hat, wird nun eine Verbindung
ohne diese Doppelbindung im Pyranring untersucht. Das 2”,2”-Dimethyl-3",4"-
dihydro-(2H)-pyrano[2”,3":3",4’]-2’,4-dihydroxy-6’-methoxy-chalkon (Verbindung 98),
besitzt eine Aktivitdt von 1,7 £ 0,2 TE. Dies ist mit dem ORAC-Wert von Xanthohumol
C fast identisch und ebenfalls geringer als die antioxidative Wirkung des
Xanthohumol. Die Doppelbindung im Xanthohumol C zeigt bei dieser Verbindung
also keinen Einfluss auf die pharmakologischen Daten.

Versucht man, erste Aussagen Uber die Zusammenhange von Struktur und Wirkung
zu treffen, dann fallen folgende Dinge auf:

Die Prenylkette scheint fur die Radikalfangereigenschaften keine spezifische
Bedeutung zu haben, da Verbindung 33, welches keine Prenylkette besitzt, eine
deutlich héhere Aktivitat (4,4 TE) als Xanthohumol mit Prenylkette (2,3 TE) aufweist.
Auch Verbindung 34, ebenfalls ohne Prenylkette zeigt mit 3,0 TE eine ahnliche
Aktivitdt auf wie sein Analogon Substanz 24 mit Prenylkette (3,1 TE). Eine etwa
gleich erhohte antioxidative Wirkung sieht man auch beim 4-O-Methylxanthohumol
und Flavokawin.

Aus der Variation der Anzahl und Position der Hydroxygruppen am B-Ring kann
keine direkte Beziehung zwischen Struktur und Aktivitat hergestellt werden. Der
Austausch einer einzelnen Hydroxygruppe am B-Ring lasst keinen deutlichen
Unterschied in der Aktivitat erkennen. Jedoch ist bei den dihydroxilierten
Verbindungen ein Anstieg der ORAC-Werte zu beobachten. Die dreifach substituierte
Substanz dagegen zeigt eine deutlich geringere Wirkung.

Der Austausch der beiden Hydroxygruppen am B-Ring, die eine hohere Aktivitat als
Xanthohumol besitzen durch zwei Methoxyketten fuhrt zu einer deutlichen
Verschlechterung der Trolox-Aquivalente. Verbindung 29 (0,9 TE) hat als einzige
Substanz eine niedrigere Aktivitat als Trolox.

Eine direkte Beziehung zwischen Struktur und Aktivitat durch den Austausch der
Methoxygruppen in ihrer Anzahl und Position zu erstellen ist mit diesem Datensatz

zunachst nicht mdoglich. Es zeigt sich jedoch, dass die in der Natur nicht
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vorkommende Verbindung 62 mit einer Methoxygruppe in 2’-Position am aktivsten
von allen getesteten Substanzen ist. Die Verbindungen mit einer Methoxykette in 6'-
Position besitzen hier immer eine grol3ere antioxidative Wirkung im Vergleich zu den
Substanzen mit der Methoxygruppe in 4’-Position. Diese besitzen niedrigere Trolox-
Aquivalente. Die Methoxygruppe in der 4-Position scheint daher die antioxidative
Wirkung im ORAC nicht zu begunstigen.

Das Desmethylxanthohumol, das keine Methoxy- Alkylkette am A-Ring tragt kann bei
den Struktur-Aktivitats-Beziehungen schlecht eingeordnet werden. Einerseits besitzt
es eine deutlich hohere Aktivitat als Xanthohumol, was nicht positiv fur eine
Methoxygruppe im Molekil spricht, andererseits ist es nicht so wirksam wie das
Xanthoflorianol, das in 2’-Position eine Methoxygruppe besitzt.

Bei der Verlangerung der Prenylseitenkette zur Geranylkette erhalt man fur die in der
Natur nicht vorkommende Substanz eine Erh6hung des ORAC-Werts.

Die Substitution der 5’-Position am aromatischen A-Ring mit einer zusatzlichen
Prenylkette fihrt zu einem Ruickgang der Trolox-Aquivalente.

Die Einfuihrung einer Hydroxygruppe durch eine Addition an der Doppelbindung der
Prenylkette lasst die Aktivitat im Vergleich zu Xanthohumol ansteigen. Die
hydroxilierte Seitenkette beginstigt bei den getesteten Verbindungen die
antioxidative Wirkung mehr als bei den Analoga mit der Prenylkette.

Der Ringschluss der Prenylkette zu einem Pyranring mit und ohne Doppelbindung im
Molekul weist immer eine geringere Aktivitat auf als die offenkettigen Verbindungen.
Die Benzoisochromenstruktur scheint fir diesen Radikalassay nicht von Vorteil zu

sein.

Eine direkte Beziehung zwischen Struktur und Aktivitat kann jedoch nicht erstellt
werden. Ein mdoglicher Grund dafir kénnte auch sein, dass der antioxidativen
Aktivitdt nicht nur ein einziger Mechanismus zugrunde liegt. Auf einen solchen
Unterschied in der Wirkungsweise im Vergleich zu Trolox weist auch der Verlauf der

kinetischen Kurven fir die Substanzen hin (siehe Abbildung E-4).
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Abbildung E-4: Vergleich der kinetischen Kurven von Xanthohumol und Trolox.

Der deutliche Unterschied konnte ein Hinweis darauf sein, dass die antioxidative

Aktivitat der

zurickzufiuhren ist.

Substanz nicht

nur auf das Abfangen der Peroxid-Radikale

-95-



ORAC-Fluorescein Assay

Fur alle Substanzen ist ein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration und
Flache unter der Kurve festzustellen. Die Oxidation von Fluorescein wird also bei
Vorhandensein von Substanz in steigender Konzentration zunehmend verhindert.

Zur Quantifizierung dieser Wirkung wird die Flache unter der Kurve (AUC) ermittelt,
die sowohl Ausmald als auch Dauer der Verzdgerung der Fluoreszenzabnahme
erfasst. Die AUC-Werte sowohl der Trolox-Kalibriergeraden als auch der
Testsubstanzlosungen héangen nach Abzug der Blindwertflache linear von der
Konzentration ab, so dass die zu 1 mM der jeweiligen Substanz &quivalente Trolox-
Konzentration berechnet werden kann (= Trolox-Aquivalent). Je groRer dieser Wert
ist, desto hoher ist die antioxidative Kapazitat.

Bei der Zugabe von AAPH (Blindwert) fallt das Fluoreszenzsignal ab. In Gegenwart
von Trolox mit steigender Konzentration wird der Abfall der Kurve zeitlich verschoben
und die Flache unter der Kurve nimmt zu. Vergleicht man die Trolox-Kurve mit den
Kurven der getesteten Verbindungen, so stellt man einen signifikanten Unterschied
fest. Die Trolox-Kurven durchlaufen fir steigende Konzentrationen zunachst eine
Plateauphase, bevor sie dann zeitlich verzogert analog der Blindwert-Kurve (ohne
Substanz) abfallen. Keine der getesteten Substanzen zeigt jedoch eine
Plateauphase. Die einzelnen Kurven fallen flacher ab. Die Flache unter der Kurve
nimmt dabei jedoch stets fur steigende Konzentrationen zu.

Dieser Unterschied im Verlauf der Kurven ist mdglicherweise darin zu begrinden,
dass die antioxidative Wirkung der Substanzen nicht ausschlie3lich darauf
zurtckzufiihren ist, dass die gebildeten Radikale abgefangen werden, wie es bei
Trolox der Fall ist. Vorstellbar ware, dass durch die Bildung der Radikale der Zerfall
von AAPH beeinflusst wird. Da der ORAC-Fluorescein-Assay ein rein deskriptiver
Assay ist, sind aber nur Vermutungen bezlglich der genauen Wirkungsweise der

Substanzen maglich.

Trolox-Aquivalente, die durch einen vergleichbaren Radikalassay ermittelt wurden,
sind in der Literatur verfigbar. Ein direkter Vergleich mit den gemessenen Werten ist
jedoch oftmals schwierig, da sehr haufig Pflanzenextrakte auf ihre gesamte oxidative
Kapazitat getestet werden. Genau dies, die Mdoglichkeit in einem Assay die gesamte
oxidative Kapazitat von Substanzgemischen und nicht nur von reinen Substanzen zu
bestimmen, stellt einen entscheidenden Vorteil des ORAC-Assays dar. Die Trolox-

Aquivalente wurden dann in umol Trolox pro Gramm Extrakt angegeben und sind
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daher nicht mit den bestimmten Werten, die in umol Trolox pro pumol reiner Substanz

bestimmt wurden, vergleichbar.

Ou et al. testeten einige reine Antioxidantien. Im Vergleich zu diesen Daten liefern
die getesteten Chalkone gute Ergebnisse fir ihre antioxidative Aktivitat. Die am
schwachsten aktive Verbindung (Verbindung 29, 0,9 TE) liegt immer noch im Bereich
von Vitamin C und besitzt bessere Radikalfanger-Eigenschaften als Glutathion.

Der ORAC-Fluorescein Assay zeigt eine deutliche antioxidative Wirkung fur 2°-O-
methyl-3"-prenylchalconaringenin (Verbindung 62) und Xanthohumol H (Verbindung
86) mit 5,2 und 4,8 Trolox-Aquivalenten. Dies ist im Vergleich zu anderen
Antioxidantien wie Quercetin (7,28 + 0,22 TE) und Catechin (6,76 + 0,22 TE) eine
geringe Aktivitat, aber im Vergleich zu Genistein (5,93 + 0,45 TE) eine ahnlich gute
Wirkung. Bei den wirksamen Verbindungen 58 (3,8 = 0,5 TE), 61 (3,8 £ 0,4 TE), 88
(4,0 £ 0,4 TE) und 33 (4.4 £ 0.6 TE) ist die Aktivitat mit der, die fur Kaffeesaure (4,37
+ 0,24 TE) berichtet wird vergleichbar.

Tabelle E-2. Relative Trolox-Aquivalente reiner Substanzen nach Ou [115]

Substanzen ORACk. (TE)
Kaffeesaure 4,37 £0,24
Chlorogensaure 3,14 +£0,19
Quercetrin 6,47 + 0,29
Genistein 593+0,45
Glutathion 0,62 + 0,02
Rutin 6,01 £ 0,25
Quercetin 7,28 £ 0,22
Catechin 6,76 £ 0,22
Vitamin C 0,95+ 0,02

Auch Davalos et al. [116] testeten einige reine Antioxidantien auf ihre Aktivitat. Es ist
dabei festzustellen, dass die von Davalos ermittelten Werte fur die gleichen
Verbindungen hoher liegen als die von Ou et al. ermittelten Werte. Dies kdnnte auf

die Unterschiede in der Berechnung der Trolox-Aquivalente zurtickzufiihren sein.
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Davalos et al. korrigierten alle gemessenen Fluoreszenzwerte, indem sie diese mit
dem Faktor Fluoreszenzyjank =0/ Fluoreszenzsampie =0 Multiplizierten. Die Berechnungen
in dieser Arbeit werden analog Ou et al. [115] ohne diese Korrektur erstellt. Aus
diesem Grund ist der Vergleich mit den hier angegebenen Werten sinnvoller.

Ou et al. ermittelten mit Fluorescein héhere analysierte ORAC-Werte fur Kaffeeséure
und Catechin, verglichen mit den ORAC-Werten, die mit B-Phycoerythrin gemessen
wurden.

Es ist interessant, dass Xanthohumol nur im Mittelfeld der ORAC-Werte liegt und
Minorkomponenten aus Hopfen wie das Desmethylxanthohumol, das 4’-O-Methyl-

xanthohumol oder das Xanthohumol H sich weitaus aktiver verhalten.
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F  Zusammenfassung und Diskussion

1 Synthese der Testverbindungen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein moglichst universales und praktikables
Synthesekonzept fir zahlreiche prenylierte Chalkone zu etablieren, die bis heute nur
durch direkte Isolation aus dem Hopfen erhalten werden konnten. Dabei wurde es als
wichtig angesehen moglichst wenige universale Synthesebausteine zu verwenden
und auch solche Syntheseschritte zu wahlen, die in ihrer Reihenfolge mdglichst frei
kombinierbar sind, um durch die freie Kombinierbarkeit auf einfachem Weg eine
grof3e Strukturvielfalt zu erhalten.

Die prenylierten Chalkone sind die Hauptkomponente der phenolischen Fraktion im
Hopfen. Der wichtigste Vertreter dieser Substanzklasse in Humulus lupulus ist das
Xanthohumol. Neben der Mdoglichkeit die Struktur des Xanthohumols chemisch
modifizieren zu kdnnen, erschien es auch notwendig, zunachst auch eine Synthese
fur die Verbindung selbst zu entwickeln, die bisher nicht etabliert war. Durch diese
Synthese konnte der Naturstoff in ausreichenden Mengen fir pharmakologische in
vitro und in vivo Tests hergestellt werden. Im weiteren Focus stand auch die
Synthese von zahlreichen Minorkomponenten aus Hopfen, die bisher Uber die
Isolierung kaum zuganglich waren. Dieses Spektrum synthetisierter Verbindungen
wurde erganzt durch die Synthese nicht natirlich vorkommende Derivate sowie
durch Verbindungen, die als Phase-I-Metaboliten des Xanthohumols identifiziert
worden sind und bisher gar nicht zugénglich waren.

Ein Chalkon kann durch eine basenkatalysierte Aldol-Kupplung eines entsprechend
substituierten Acetophenons (A-Ring) mit einem Benzaldehyd-Derivat (B-Ring)
erhalten werden [74-76, 87-91].

Fur das Xanthohumol wurden erst die einzelnen Ringbausteine hergestellt. Hierbei
war der erste Schritt die zweifache Schutzung von 2,4,6-Trihydroxyacetophenon mit
Brommethylmethylether (MOM). Die Einfihrung der Prenylkette erfolgte tber die
noch freie phenolische Hydroxygruppe. Die nucleophile Substitution mit Prenylbromid
lieferte einen Ether mit der Seitenkette an 6’-Position. Die Umlagerung der
Prenylgruppe erfolgte durch eine para Claisen-Umlagerung mit N,N-Dimethylanilin
bei 200°C in die 3’-Position. Die Methylierung der wieder frei gewordenen ortho-

Hydroxygruppe mit Dimethylsulfat wurde durch Phasentransferkatalyse mit
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Tetrabutylammoniumjodid erreicht. Das so erhaltene Produkt konnte als erster
Baustein fur die folgende Claisen-Schmidt Kondensation erhalten werden.

Dieser Baustein wurde nun in einer basenkatalysierten Aldol-Kupplung mit ebenfalls
MOM-geschitztem 4-Hydroxybenzaldehyd zu der entsprechenden geschuitzten
Chalkonstruktur umgesetzt. Das Entfernen aller Schutzgruppen erfolgte in
MeOH/HCI. Ausgehend von dieser Synthese wurden einige Moglichkeiten der
Strukturvariation an den beiden aromatischen Ringen des Chalkons durchgefuhrt.
Eine dieser Modifikationen war die Veranderung der Anzahl der Hydroxygruppen und
ihrer jeweilige Position am B-Ring. Der B-Ring wurde aufRerdem durch die
Umwandlung einiger Hydroxygruppen in Methoxyketten verandert.

Um den Einfluss der Prenylseitenkette im Xanthohumol zu untersuchen und
herauszufinden ob und welche Bedeutung dieser Substituent fir die Aktivitat in den
zu verwendenden in vitro Testsystemen hat, wurden sowohl einige natirliche als
auch in der Natur nicht vorkommende Verbindungen ohne diese Seitenkette
synthetisiert.

Da aber auch andere Minorkomponenten aus Hopfen interessant schienen, wurden
dartiber hinaus auch Verbindungen hergestellt, die sich am A-Ring des Chalkons in
Bezug auf die Stellung und die Anzahl der Methoxygruppen vom Xanthohumol
unterscheiden.

Die Herstellung von naturlichen und in der Natur nicht vorkommenden Chalkonen
durch die Veranderung der Prenylseitenkette in eine Geranylgruppe stellte eine
weitere Modifikation der A-Ring Substitution dar. Nicht nur durch die Verlangerung
der Prenylkette, sondern auch durch eine mehrfache Einfihrung der Prenylkette oder
Anbringen in einer anderen Position konnten bereits durch Isolierung aus Hopfen
bekannte Minorverbindungen synthetisiert werden. Die Prenylseitenkette kann aber
auch durch einen Ringschluss oder Hydatisierung in die Struktur einiger bekannter
Metabolite (Xanthohumol H, Xanthohumol C) tberfiihrt werden. Die Einfihrung einer
Hydroxygruppe durch eine Addition an der Doppelbindung der Prenylseitenkette mit
Hilfe einer Oxymercurierung fuhrte dabei zum Xanthohumol H, welches nicht nur
eine Minorkomponente in Hopfen, sondern auch ein Phase-I-Metabolit darstellt. Bei
Xanthohumol H befindet sich die Hydroxygruppe in 3”-Position der Seitenkette. Der
Ringschluss der Prenylseitenkette fihrte zum Benzoisochromen Xanthohumol C. Die
Prenylkette ist dabei zu einem Pyranring zyklisiert, an dem die Hydroxygruppe in 4'-

Position beteiligt ist. Dies wurde im Rahmen einer Redox-Reaktion mit 2,3-Dichlor-
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5,6-dicyan-1,4-benzochinon realisiert. Um den Einfluss der Doppelbindung fur die
pharmakologische Aktivitat vom Xanthohumol C zu untersuchen wurde auch eine
Verbindung ohne diese Doppelbindung im Pyranring synthetisiert. Die Prenylkette
wurde dabei mit Ameisensaure in Tetrahydrofuran umgesetzt.

Auf der Basis dieser Strukturvariationen wurden unter Testung der Zytotoxizitat in
einem MTT-Assay und der antioxidativen Aktivitat in einem ORAC-Assay erste
Beziehungen zwischen Struktur und Wirkung innerhalb der Klasse der Chalkone aus
Hopfen diskutiert.

2 Testung der synthetisierten Substanzen auf ihre Zytotoxizitat

an HelLa Zellen

Die verschiedenen natirlichen und in der Natur nicht vorkommenden Chalkone
wurden ersten pharmakologische Tests unterzogen. Alle neu synthetisierten Derivate
wurden auf ihre zytostatische Aktivitdt an humanen HelLa-Zellen getestet. Dies wurde
mit dem von Mosman et al. [101] etablierten und inzwischen h&ufig modifizierten

Zelltest [121] unter Verwendung von MTT durchgefuhrt.

In Ubereinstimmung mit Literaturdaten von anderen Zelllinien [50], zeigte
Xanthohumol auch in der HelLa-Zelllinie eine beachtenswerte zytotoxische Aktivitat
mit einem ICso-Wert von 9,4 + 1,4 uM.

Zuerst wurde der Einfluss der Hydroxylierung des B-Ringes auf die zytotoxische
Aktivitat der prenylierten Chalkone untersucht. Interessanterweise besaf3en die durch
die Variation der Anzahl und Position der Hydroxygruppe am B-Ring hergestellten
Verbindungen alle eine héhere zytotoxische Wirkung auf die HelLa-Zellen als das
Xanthohumol selbst, mit Ausnahme der dreifach substituierten Verbindung
(Verbindung 26). Die zweifach hydroxylierten Substanzen (Verbindung 24 und 25)
erreichten dabei die hochste zytotoxische Aktivitat (ICso = 2,5 und 3,2 uM). Die
Modifikation einer oder beider Hydroxygruppen am B-Ring zu Methoxygruppen fihrte
zu keiner deutlichen Verbesserung der zytotoxischen Aktivitat. Die Substanz mit zwei
Methoxygruppen (Verbindung 29) zeigte eher eine Verschlechterung der Wirkung.
Die Testung der Verbindungen ohne Prenylkette zeigte, dass fast alle getesteten

Verbindungen ohne Prenylkette 1Cso-Werte erreichen, die etwas hoher liegen als die
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ICso-Werte der Substanzen mit Prenylseitenkette. Das Helichrysetin wies als einzige
Verbindung einen niedrigeren ICso-Wert mit 5,2 + 0,8 uM auf.

Die Prenylkette des Xanthohumols scheint daher fir die zytotoxischen Eigenschaften
gegenuber HelLa Zellen keine spezifische Bedeutung zu haben. Offensichtlich ist
diese Position austauschbar.

Durch die Variation und Uberfiihrung der verschiedenen Hydroxygruppen am A-Ring
in verschiedene Methoxygruppen traten einige Unterschiede im Vergleich zum
Xanthohumol als Leitstruktur auf. Alle Verbindungen wiesen eine geringere Wirkung
auf die HelLa-Zellen auf. Die ICso-Werte lagen deutlich héher (von 11,8 uM fur
Verbindung 61 bis 28,3 uM flr Verbindungen 59) als bei Xanthohumol.

Bei der Verlangerung der Prenylseitenkette zur Geranylkette erhielt man fur die in
der Natur nicht vorkommende Substanz (Verbindung 69) eine bessere zytotoxische
Aktivitat mit einem ICso-Wert von 8,2 + 1,2 uM gegentber der nattrlichen Verbindung
68 (18,2 + 1,7 uM). Geranylierte Chalkone besitzen im Vergleich zu prenylierten
Verbindungen eine Isopenteneinheit mehr an der Seitenkette, wodurch das Molekiil
lipophiler ist. Auf die Frage, ob und in welcher Weise sich die langere Seitenkette auf
die pharmakologischen Eigenschaften der Chalkone auswirkt, konnte bis jetzt jedoch
noch keine konkrete Aussage getroffen werden.

Die Einfihrung einer zweiten Prenylkette in 5-Position zusatzlich zu der in 3'-
Position fuhrte zu einem ICsp-Wert von 9,7 + 2,1 pM bei Verbindung 77. Die
diprenylierte Substanz mit der Methoxygruppe in 6’-Position war daher etwa genauso
gut wirksam wie die Leitsubstanz Xanthohumol.

Von besonderem Interesse ist die pharmakologische Wirkung von Xanthohumol H
(Verbindung 86), welches nicht nur eine Minorkomponente in Hopfen, sondern auch
ein Phase-I-Metabolit ist. Die Einfiihrung einer Hydroxygruppe in die 3”-Position der
Seitenkette fuhrte im Zelltest zu einem &hnlichen ICso-Wert wie das Xanthohumol. Es
ergab einen ICsp-Wert von 9,2 £ 1,5 uM.

Die durch die Modifikation der B-Ringe erhaltenen Xanthohumol H-Derivate wurden
ebenfalls getestet. Die Einfihrung eines zweiten Substituenten am aromatischen B-
Ring wies bei den hier getesteten Verbindungen immer eine wesentlich schlechtere
zytostatische Wirksamkeit auf (35,9 £ 3,9 uM fir Verbindung 87 und 39,2 + 2,7 uM
fur Verbindung 88).

Weiterhin wurde untersucht, welchen Einfluss der Ringschluss der Prenylseitenkette

zeigt. Das Xanthohumol C (Verbindung 93), an dem die Prenylkette zu einem
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Pyranring mit der Hydroxygruppe in 4'-Position zyklisiert ist, zeigte einen geringfligig
héheren 1Cso-Wert von 12,5 = 1,7 pM im Vergleich zum Xanthohumol auf. Ein
Einfluss des substituierten B-Rings war bei den Xanthohumol C-Derivaten nicht zu
erkennen, da sowohl Xanthohumol C, als auch die beiden strukturahnlichen
Verbindungen fast die gleichen ICso-Werte erreichten. Der Ringschluss der
Prenylkette zu einem Pyranring im Molekul scheint fur die Zytotoxizitat an den HelLa-
Zellen nicht direkt von Vorteil zu sein, da die offenkettigen Verbindungen jeweils
niedrigere ICso-Werte besal3en.
2”,2”-Dimethyl-3”,4”-dihydro-(2H)-pyrano[2”,3":3",4']-2’,4-dihydroxy-6’-methoxy-
chalkon (Verbindung 98), dem im Vergleich zum Xanthohumol C nur die
Doppelbindung im Pyranring fehlt, besal’ einen ICso-Wert von 15,4 + 1,4 pM. Es lasst
sich feststellen, dass die Hemmwirkung bei allen nochmals zyklisierten
Verbindungen in derselben GroRRenordnung liegt und etwas geringer als bei
Xanthohumol ist. Die Doppelbindung im Xanthohumol C scheint daher bei dieser

Verbindung keinen Einfluss auf die pharmakologischen Daten zu haben.

3 ORAC-Fluorescein Assay

Die verschiedenen synthetisierten nattrlichen und in der Natur nicht vorkommenden
Chalkone wurden auf3erdem alle auf ihre antioxidative Wirkung getestet. Dies wurde
mit Hilfe des ORAC-Fluorescein Assays nach Davalos et al. in einer 96-Loch
Mikrotiterplatte durchgefuhrt [116].

Der Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) Assay ist eine Messmethode zur
Bestimmung der antioxidativen Kapazitat von Reinsubstanzen und Gemischen [112],
Dabei wird die Fluoreszenz eines Fluorophors im zeitlichen Verlauf detektiert. Durch
die ROS (Reactive Oxygen Species) wird der Fluorophor oxidiert und die
Fluoreszenz verschwindet. Antioxidative Substanzen schitzen dagegen den
Fluorophor vor der Oxidation.

Trolox ist ein wasserlosliches Vitamin E-Analogon mit guten Radikalfanger-
Eigenschaften und wurde als Standard-Antioxidanz in diesem Test verwendet [115,
116]. Die ORAC-Werte wurden auf Trolox bezogen und in Trolox-Aquivalenten

angegeben, die aus den Standardkurven von jedem Test ermittelt wurden.
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Aus den ermittelten Daten geht hervor, dass alle getesteten Chalkone antioxidativ
wirksam sind. Alle untersuchten Substanzen zeigten eine deutliche bis starke
Aktivitat von 0,9 bis 5,2 Trolox-Aquivalenten in einem Konzentrationsbereich von 0,1
bis 2,0 uM. Dies liegt im Bereich anderer starker Antioxidantien wie Ferulasaure (4,4
+ 0,2 Trolox-Aquivalenten, in einem Konzentrationsbereich von 0,4 - 1,3 uM), aber
deutlich niedriger im Vergleich zum Quercetin (10,5 + 0,4 Trolox-Aquivalente, 0,2 -
0,6 uM) und Kaffeesaure (6,6 + 0,2 Trolox-Aquivalente, 0,2 - 1,0 uM) [116].
Gerhauser et al. berichteten von einem ORAC-Wert von 2,9 Trolox-Aquivalenten bei
einer Konzentration von 1 uM fur Xanthohumol. Dies wurde fast exakt durch unsere
Experimente  bestatigt, die 2,3 * 0,2 Trolox-Aquivalente in einem
Konzentrationsbereich von 0.25 - 1.5 uM zeigten.

Zunachst wurde der Einfluss der Hydroxylierung des B-Ringes auf die
Radikalfangereigenschaften der prenylierten Chalkone untersucht. Aus der Variation
der Anzahl und Position der Hydroxygruppen am B-Ring konnte jedoch keine direkte
Beziehung zwischen Struktur und Aktivitat hergestellt werden. Der Austausch einer
einzelnen Hydroxygruppe am B-Ring lies keinen deutlichen Unterschied in der
Aktivitat erkennen. Jedoch war bei den dihydroxylierten Verbindungen ein Anstieg
der ORAC-Werte zu beobachten (3,1 £ 0,3 TE fur Verbindung 24 bzw. 2,9 + 0,4 TE
fur Verbindung 25). Die dreifach substituierte Substanz (Verbindung 26) dagegen
zeigte eine deutlich geringere Wirkung (1,1 + 0,3 TE).

Die Auswechslung der beiden Hydroxygruppen am B-Ring, die eine hdhere Aktivitat
als Xanthohumol besafl’en durch zwei Methoxyketten fuhrte zu einer deutlichen
Erniedrigung der Trolox-Aquivalente. Verbindung 29 (0,9 TE) hatte als einzige
Substanz eine niedrigere Aktivitat als Trolox.

Die Prenylkette scheint fir die Radikalfangereigenschaften keine spezifische
Bedeutung zu haben, da Verbindung 33, welches keine Prenylkette besitzt, eine
deutlich héhere Aktivitat (4,4 TE) als Xanthohumol mit Prenylkette (2,3 TE) aufwies.
Auch Verbindung 34, ebenfalls ohne Prenylkette zeigte mit 3,0 TE eine &hnliche
Aktivitat wie sein Analogon Substanz 24 mit Prenylkette (3,1 TE).

Eine etwa gleich erhdhte antioxidative Wirkung sah man auch beim Flavokawin,
wobei Verbindung 40, die sich nur durch eine Methylgruppe in 3’-Position
unterscheidet einen ORAC-Wert von 2,1 + 0,4 TE ergab.
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Durch die Variation und Uberfiihrung der verschiedenen Hydroxygruppen am A-Ring
in verschiedene Methoxygruppen traten einige Unterschiede im Vergleich zum
Xanthohumol als Leitstruktur auf.

Es zeigte sich, dass die in der Natur nicht vorkommende Verbindung 62, welche von
uns mit dem Namen Xanthoflorianol benannt wurde, mit einer Methoxygruppe in 2'-
Position am aktivsten von allen getesteten Substanzen mit 5,2 £+ 0,8 TE war. Die
Verbindungen mit einer Methoxykette in 6’-Position zeigten hier immer eine grol3ere
antioxidative Wirkung im Vergleich zu den Substanzen mit der Methoxygruppe in 4'-
Position. Durch die zweite Methoxygruppe in 2’-Position zusatzlich zu der an C-4’
verschlechterte sich die Wirkung, wobei man bei der zweiten Methoxygruppe in 6'-
Position zu der an C-4’ eine deutliche Verbesserung der Aktivitat feststellte. Das
Desmethylxanthohumol, das keine Methoxy-Alkylkette am A-Ring tragt kann
dagegen nur schlecht eingeordnet werden. Einerseits besitzt es eine deutlich héhere
Aktivitat als Xanthohumol, andererseits ist es nicht so wirksam wie das
Xanthoflorianol, das in 2’-Position eine Methoxygruppe besitzt. Bei der Verlangerung
der Prenylseitenkette zur Geranylkette erhielt man fir die in der Natur nicht
vorkommende Substanz (Verbindung 69) eine bessere antioxidative Aktivitat mit 3,4
+ 0,2 TE als fur die naturliche Verbindung 68 (2,3 £ 0,1 TE).

Die Einfihrung einer zweiten Prenylkette in 5’-Position zu der in 3’-Position wies
einen Riickgang der Trolox-Aquivalente auf. Die diprenylierte Substanz mit der
Methoxygruppe in 6’-Position war schwacher wirksam als die Leitsubstanz
Xanthohumol.

Die pharmakologische Wirkung von Xanthohumol H (Verbindung 86) im ORAC Test
war hoher als die des Xanthohumols. Die Einfihrung einer Hydroxygruppe in die 3”-
Position der Seitenkette durch eine Addition an der Doppelbindung lies die Aktivitat
(4,8 £ 0,1 TE) im Vergleich zu Xanthohumol selbst ansteigen. Auch die Derivate des
Xanthohumol H zeigten mit 3,2 = 0,2 TE fur Verbindung 87und 4,0 + 0,4 TE fur
Vewrbindung 88 eine erhdhte Aktivitat. Die hydroxilierte Seitenkette begiinstigte bei
den getesteten Verbindungen die Radikalfangereigenschaften mehr als bei den
Analoga mit der Prenylkette.

Das Xanthohumol C (Verbindung 93), an dem die Prenylkette zu einem Pyranring mit
der Hydroxygruppe in 4‘-Position zyklisiert ist, wies eine erniedrigte antioxidative
Wirkung mit 1,8 + 0,1 TE auf. Auch ein Einfluss des substituierten B-Rings war bei

den Xanthohumol C-Derivaten nicht zu erkennen, da alle Verbindungen fast die
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gleiche antioxidative Wirkung erreichten.

Die Verbindung ohne die Doppelbindung im Pyranring (Verbindung 98) ergab eine
Aktivitat von 1,7 + 0,2 TE. Dies ist mit dem ORAC-Wert von Xanthohumol C fast
identisch und ebenfalls geringer als die antioxidative Wirkung des Xanthohumol. Die
Doppelbindung im Xanthohumol C scheint daher bei dieser Verbindung keinen

Einfluss auf die antioxidative Aktivitat zu haben.

Als Resumee l&sst sich festhalten, dass die Etablierung eines universal
anwendbaren, effizienten und nachhaltigen Syntheseweges flr ein breites
Strukturspektrum von Chalkonen gelungen ist. Die pharmakologischen Arbeiten
zeigen, dass auch von den Minorverbindungen im Hopfen wie auch von den bisher
untersuchten Phase-I-Metaboliten des Xanthohumols eine potente pharmakologische
Aktivitat erwartet werden kann, und eine breite pharmakologische Charakterisierung

in Zukunft lohnenswert erscheint.
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G Ausblick

Die bereits verfugbaren pharmakologischen Daten fir Xanthohumol, insbesondere
seine viel versprechenden Eigenschaften in den unterschiedlichen biologischen Test
wecken das Interesse an der Gewinnung und Testung weiterer, mit dem

Xanthohumol strukturell verwandter Prenylchalkone.

Die Synthese weiterer Minorkomponenten und Metabolite wird dabei angestrebt, um
die pharmakologischen Wirkungen der Chalkone weiter untersuchen zu kénnen. Die
Zyklisierung der Prenyseitenkette zu einem Furanring mit der Hydroxygruppe in 4'-
Position und die Einfihrung weiterer Substituenten am zyklisierten Ring soll
durchgefuhrt werden. Auch Verbindungen, die an einer anderen Stelle der
Prenylseitenkette hydroxiliert oder zweifach mit Hydroxygruppen versehen sind,
erscheinen fir die Zukunft als lohnenswerte Syntheseprojekte. Aul3erdem kdnnte
versucht werden die Prenylkette in 3’-Position durch andere Substituenten zu
ersetzen. Auch die Entwicklung von Hybrid- und Bivalenten Molektlen unter Nutzung
von C-3' als Kupplungsposition ist mdglich. Bei diesen Verbindungen kénnten ganz

neue Strukturteile Uber die C-3’ Position eingebaut werden.

Die Synthese der hergestellten Verbindungen konnte durch die Einfuhrung weiterer
Substituenten am aromatischen B-Ring noch erweitert werden. Die unterschiedlichen
pharmakologischen Wirkungen dieser Derivate machen es moglich, weitere Struktur-
Aktivitats-Beziehungen aufzuklaren. Die verschiedenen natlrlichen und synthetisch
hergestellten Verbindungen sollen auRerdem weiterhin auf ihre pharmakologischen
Eigenschaften untersucht werden, insbesondere sollen ihre zytotoxische Aktivitat
(durch einen MTT-Assay) sowie ihre antioxidative Eigenschaften bestimmt werden.
Es wirden sich interessante neue Mdglichkeiten ergeben um weitere synthetische
Verbindungen mit noch hoherer Zytotoxizitat gegeniber Tumorzellen zu erhalten.
Weitere pharmakologische Daten der bereits synthetisierten Verbindungen kénnten
durch die Testung an verschiedenen weiteren Zelllinien generiert werden. Bei dieser
Untersuchung wiurden spezifische zytotoxische Eigenschaften in den Blickpunkt
geraten.

Da im Hopfen oder im Fall der Metabolite im Plasma nur niedrige Konzentrationen

der Verbindungen enthalten sind, missen gro3e Mengen extrahiert werden, um
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ausreichende Mengen fir zellphysiologische Tests zu gewinnen. Daher sollen
grolRere Mengen der verschiedenen Verbindungen hergestellt werden, damit noch
weitere pharmakologische Untersuchungen (insbesondere auch in vivo) gestartet
werden kdnnen.

Darlber hinaus soll die Charakterisierung der pharmakologischen Eigenschaften
durch die Bestimmung der antioxidativen Aktivitat weiter ergdnzt werden. Wie der
Vergleich mit einigen Trolox-Aquivalenten aus der Literatur zeigt, besitzen die
Chalkone ein gutes antioxidatives Potential. Der nachste Schritt in der
Charakterisierung der pharmakologischen Eigenschaften der Hopfen-Chalkone und
deren synthetischer Derivate wird die Testung in einem zellularen Assay sein.
Hierbei spielen neben den Radikalfangereigenschaften noch andere Parameter eine
wesentliche Rolle, wie z.B. die Fahigkeit der Verbindungen, die Zellmembran zu

passieren.
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F  Experimenteller Teil

1 Allgemeine Angaben

1.1  Synthetischer Teil

Chemikalien:

Die Ausgangsstoffe der Synthesen wurden Uberwiegend von den Firmen ALDRICH
und MERCK bezogen. 2,4,6-Trihydroxyacetophenon-Monohydrate (98%), MOM-Br
(tech. 90%), Prenyl- (96%) und Geranylbromid (95%) und 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-
benzochinon (DDQ, 98%) wurden von der Firma Aldrich erhalten. Dimethylsulfat
(99%) wurde von der Firma Merck bezogen und and N,N-Dimethylanilin (99%) von

der Firma Janssen.

Dunnschicht- und Saulenchromatographie:

Zur DlUnnschicht- (DC) und Saulenchromatographie (SC) wurden folgende stationare
Phasen verwendet:

DC: MERCK 5554 DC-Alufolien Kieselgel 60 F2s4

SC: MERCK 10832 Geduran® Sl 60 Kieselgel, KorngréRe 0,063-0,200 nm

Die Detektion erfolgte mit UV-Licht der Wellenlange 254 und 366 nm

Schmelzpunktbestimmungen:
Die Schmelzpunkte wurden mit der Schmelzpunktapparatur BUCHI B-545 (BUCHI
Labortechnik GmbH, Essen) bestimmt. Die angegebenen Werte wurden nicht

korrigiert.

Massenspektrometrie:

Die Massenspektren wurden in der Zentralen Analytik der NWF IV an der Universitat
Regensburg gemessen. Es wurden hoch- und niedrigaufgeldste elektroneninduzierte
Massenspektren (PI-ElI MS) an einem Finnigan MAT 710 A-Massenspektrometer der
Firma VARIAN (bei 70 eV Beschleunigungsspannung) aufgenommen.

Bei der Auflistung der Daten ist zunachst die Masse/Ladung (m/z), dann die Art des

Massenfragments und schlief3lich die relative Intensitat in % angegeben.
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UV/vis-Spektroskopie:

Die UV-Spektren aller Verbindungen wurden an einem Cary 50 Scan UV-Visible-
Spektrometer der Firma Varian mit Methanol (Reinheitsgrad >99.9%) als
Ldsungsmittel aufgenommen. Verwendet wurden 1 cm Quarzkivetten der Firma
Hellma.

Die Daten sind angegeben als Ayax (MeOH)(log €) in nm

'H- und *C-Kernresonanzspektroskopie:

Alle 'H-NMR- und "C-NMR-Spektren wurden an einem AVANCE 300 ('H-NMR
300,13 MHz, BC-NMR 75,47 MHz) der Firma BRUKER in der Zentralen Analytik der
NWEF IV an der Universitat Regensburg gemessen. Die Messtemperatur betrug 296,1
K. Die Spektren wurden in Aceton-ds, CDCIl3 oder DMSO-ds (Firma: Deutero GmbH,
Reinheit 99,8%) aufgenommen und die Kalibrierung mit Hilfe des nicht deuterierten
Lésungsmittelanteils durchgeflhrt.

Auflistung der Daten in folgender Reihenfolge:

"H-NMR: Chemische Verschiebung (o) in ppm, Multiplizitat, Anzahl der Protonen,
Kopplungskonstante (J) in Hertz (Hz) und Art der Protonen bzw. genaue Zuordnung
Weiterhin wurden folgende Abklrzungen bei der Auswertung verwendet:

s = Singulett; d = Duplett; dd = Duplett vom Duplett; t = Triplett; q = Quartett; quin =
Quintett; m = Multiplett

1.2 Biochemischer und pharmakologischer Teil

Feinchemikalien und Reagenzien:

AAPH (2,2’Azobis(2-Methylpropionamidin)-dihydrochlorid) (Fa. Aldrich, Taufkirchen)

Amphotericin B, 250 pg/ml (Fa. Biochrom, Berlin)

Fetal Calf Serum (Fa. Biochrom, Berlin)

Fluorescein (Fa. Merck, Darmstadt)

L-Glutamin, 200 mM (Fa. Biochrom, Berlin)

MEM-EARLE Medium, mit 0,85 g/l NaHCO3, ohne L-Glutamin (Fa. Biochrom, Berlin)
MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) 98% (Fa. Aldrich,
Taufkirchen)

Nicht essenzielle Aminosauren NEA-(100x)-Konzentrat (Fa. Biochrom, Berlin)
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PBS Losung ohne Ca?**/Mg®* (Fa. Biochrom, Berlin)

Penicillin Natriumsalz/Streptomycin Sulfat (Fa.Gibco, Karlsruhe)

SDS (sodium dodecyl sulfate, Fa. Aldrich, Taufkirchen)

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure, Fa. Fluka, Buchs/CH)
Trypanblau (Fa. Fluka, Buchs/CH)

Trypsin, 2,5% in PBS ohne Ca®*/Mg?* (Fa. Biochrom, Berlin)

Gerate:

Autoklav, Typ 23 (Fa. Melag, Berlin)

Einkanalpipette (Fa. Eppendorf, Hamburg)

COg-Inkubator (Fa. New Brunswick Scientific, New Jersey/USA)
Lamina Flow Sterilbank, Faster CBH

Microplate Autoreader SpectaFluor Plus (Fa.Tecan, Crailsheim)
Mehrkanalpipette (Fa. Eppendorf, Hamburg)

Mikroskop Olympus CKX 41 (Fa. Olympus, Hamburg)

Milli Q Water System (Fa. Millipore, Boston / USA)

pH-Meter inolab (Fa. WTW, Weilheim)

Vortex Genie 2 (Fa. Bender & Hobein AG, Zurich/CH)
Wasserbad (Fa. Memmert, Buchenbach )

Zentrifuge, Modell Megafuge 1.0R (Fa. Heraeus Kendro, Fellbach)

Verbrauchsmaterialien:

Cryoréhrchen (Fa. VWR, Darmstadt)

Sereologische Einmalpipetten, steril (Fa. TPP, Trasadingen/CH)
Falkon Tube 50 und 15 ml (Fa. VWR, Darmstadt)
96-Loch-Mikrotiterplatten, steril (Fa. TPP Trasadingen/CH)
Neubauer-Zahlkammer (Fa. VWR, Darmstadt)

Reaktionsgefale (Fa. Eppendorf, Hamburg)

Zellkulturflaschen, 75 cm?, steril (Fa. TPP, Trasadingen/CH)

Losungen und Puffer:

AAPH 271,20 g/mol
Fluorescein- Stammldsung 117 uM
Milliporewasser aus Milli Q Water System (Fa. Millipore)
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MTT 5 mg/ml in PBS-Puffer
SDS 10% in Wasser
Trolox 250,29 g/mol

Phosphat-Puffer (fir ORAC): 75mM, pH 7,4
Lésung A: Na;HPO4 x 2H,0, 75 mM
Losung B: NaH,PO4 x H20, 75 mM

Zelllinien:

Hela: menschliche Epithel-Gebarmutterhalskarzinomzelllinie
zur Durchfuhrung der Zytotoxizitatstests (American Type
Culture Collection, ATCC CCL17)

2 Synthesevorschriften und analytische Daten

2.1 Vorschrift A: Schitzung der Hydroxygruppen

Es werden 25 mmol 2,4,6-Trihydroxyacetophenon-Monohydrat (1 Aquivalent) und
175 mmol Kaliumcarbonat (7 Aquivalente) in 150 ml Aceton gelést und zum Sieden
erhitzt, dann langsam 62,5 mmol Brommethylmethylether (2,5 Aquivalente)
zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 3 Stunden unter Ruckfluss geruhrt.
Anschlie®end wird der Ansatz auf Raumtemperatur abgekihlt und man lasst das
Kaliumcarbonat absetzen. Der Uberstand wird abdekantiert und das Carbonat mit
Aceton gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden am

Rotationsverdampfer eingeengt.
2.1.1 Analytische Daten der geschitzten Acetophenone

2-Hydroxy-4,6-di(methoxymethoxy)acetophenon (1)

Darstellung nach Vorschrift A. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.
Weiller Feststoff; Ausbeute: 68%

C12H1606 (256,09 g/mol)

'H-NMR (CDCly):
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S (ppm): 2,65 (s, 3H, -CO-CHg), 3,47 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,52 (s, 3H, -MOM-CHs),
5,17 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,25 (s, 2H, -O-CH,-0-), 6,24 (d, 1H, J = 2,2 Hz; -H-3), 6,26
(d, 1H, J = 2,2 Hz, -H-5), 13,72 (s, 1H, -OH)

6-Hydroxy-4-methoxy-2(methoxymethoxy)acetophenon (43)

Darstellung aus 2,6-Dihydroxy-4-methoxyacetophenon (41) und Brommethylmethyl-
ether nach Vorschrift A. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.
Farbloses Ol; Ausbeute: 95%

C11H1405 (226,08 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 2,64 (s, 3H, -CO-CHs), 3,52 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,84 (s, 3H, -OCHjs), 5,35
(s, 2H, -O-CH»-0O-), 6,09 (d, 1H, J = 2,2 Hz, -H-3), 6,21 (d, 1H, J = 2,2 Hz, -H-5),
13,87 (s, 1H, -OH)

2-Hydroxy-4,6-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (51)

Darstellung aus 2,4,6-Trihydroxy-3-prenylacetophenon (5) und Brommethylmethyl-
ether nach Vorschrift A. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 3:1.
Farbloses Ol; Ausbeute: 57%

C17H2406 (324,16 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 1,77 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 2,65 (s, 3H, -CO-CH3),
3,30 (d, 2H, J = 7,1 Hz, -CHy-), 3,47 (s, 3H, -MOM-CHg3), 3,51 (s, 3H, -MOM-CH3),
5,19 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH=), 5,23 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 5,25 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 6,39
(s, 1H, -H-5), 13,82 (s, 1H, -OH)

2.2 Vorschrift B: Prenylierung/Geranylierung der Hydroxygruppe

Es werden 25 mmol 2-Hydroxy-4,6-di(methoxymethoxy)acetophenon (1, 1
Aquivalent) und 100 mmol Kaliumcarbonat (4 Aquivalente) in 150 ml Aceton geldst
und zum Sieden erhitzt. Dann werden langsam 37,5 mmol
Dimethylallylbromid/Geranylbromid (1,5 Aquivalente) zugetropft. Die

Reaktionsmischung wird 24 Stunden unter Ruckfluss geruhrt. Anschlielend wird der
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Ansatz auf Raumtemperatur abgekuihlt und das Kaliumcarbonat abfiltriert. Das Filtrat

wird am Rotationsverdampfer eingeengt.
2.2.1 Analytische Daten der O-prenylierten/O-geranylierten Acetophenone

4,6-Di(methoxymethoxy)-2-prenyloxyacetophenon (2)

Darstellung nach Vorschrift B. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.
Farbloses Ol; Ausbeute: 91%

C17H2406 (324,16 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,71 (s, 3H, -Prenyl-CH3), 1,75 (s, 3H, -Prenyl-CHj3), 2,47 (s, 3H, -CO-CHj3),
3,45 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,47 (s, 3H, -MOM-CHs), 4,49 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH>-),
5,12 (s, 2H, -O-CH»-0-), 5,15 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 5,40 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -CH=), 6,31
(d, 1H, 3 = 1,9 Hz, -H-3), 6,43 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-5)

6-Hydroxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (3)

Es werden 7 mmol 2-Hydroxy-4,6,di(methoxymethoxy)acetophenon (1) in 20 ml
Methanol vorgelegt und mit 14 mmol Kaliumhydroxid versetzt. Die
Reaktionsmischung wird auf 0°C gekihlt und langsam 10,5 mmol
Dimethylallylboromid zugetropft. Der Ansatz wird 24 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. AnschlieRend wird auf Eiswasser gegossen, mit 3N HCI angesauert und mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.
Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 6:1.

Farbloses Ol; Ausbeute: 33%

C17H2406 (324,16 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,68 (s, 3H, -Prenyl-CH3), 1,76 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 2,70 (s, 3H, -CO-CH3),
3,30 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH,-), 3,45 (s, 3H, -MOM-CHz3), 3,51 (s, 3H, -MOM-CH3),
4,95 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,14 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -CH=), 5,21 (s, 2H, -O-CH»-O-), 6,47
(s, 1H, -H-5), 12,94 (s, 1H, -OH)
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2,4-Di(methoxymethoxy)-3-prenyl-6-prenyloxyacetophenon (4)

Es werden 7 mmol 2-Hydroxy-4,6,di(methoxymethoxy)acetophenon (1) in 20 ml
Methanol vorgelegt und mit 14 mmol Kaliumhydroxid versetzt. Die
Reaktionsmischung wird auf 0°C gekuhlt und langsam 10,5 mmol
Dimethylallyloromid zugetropft. Der Ansatz wird 24 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. AnschlieRend wird auf Eiswasser gegossen, mit 3N HCI angesauert und mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.
Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 6:1.

Farbloses Ol; Ausbeute: 73%

C22H3206 (392,22 g/mol)

'H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,71 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 1,74 (s, 6H, 2x -Prenyl-CHs), 1,76 (s, 3H, -Prenyl-
CHs), 2,49 (s, 3H, -CO-CHs3), 3,30 (d, 2H, J = 6,7 Hz, -CH2-), 3,46 (s, 3H, -MOM-
CHs;), 3,48 (s, 3H, -MOM-CHs3), 4,48 (s, 2H, -O-CH»-O-), 4,49 (d, 2H, J = 6,7 Hz, -
CHa-), 4,90 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,14 (t, 1H, J = 6,7 Hz, -CH=), 5,18 (s, 2H, -O-CH,-O-
), 5,40 (t, 1H, J = 6,7 Hz, -CH=), 6,54 (s, 1H, -H-5)

2,4,6-Tri(hydroxy)-3-prenylacetophenon (5)

Es werden 20 mmol 2,4,6-Tri(hydroxy)acetophenon-Monohydrat und 36 mmol
Kaliumhydroxid in 55 ml Wasser vorgelegt. Die Reaktionsmischung wird auf 0°C
gekuhlt und langsam 26 mmol Dimethylallyloromid zugetropft. Der Ansatz wird 24
Stunden bei Raumtemperatur gertihrt, dann auf 55 ml kalten Methanol gegossen, mit
3N HCI angesauert und mit Benzol extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit Kaliumhydrogencarbonatldsung in Methanol/Wasser extrahiert. Um die
Kristallisation zu Starten wird etwas Wasser zugegeben und vorsichtig mit HCI
angesauert.

Leicht rétliche Kristalle; Ausbeute: 42%

C13H1604 (236,10 g/mol)

'H-NMR (DMSO):

o (ppm): 1,59 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 1,67 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 2,54 (s, 3H, -CO-CHs3),
3,06 (d, 2H, J = 6,9 Hz, -CH-), 5,10 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH=), 5,99 (s, 1H, -H-5),
10,31 (s, 1H, -OH), 10,53 (s, 1H, -OH), 14,01 (s, 1H, -OH)
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4-Methoxy-2-(methoxymethoxy)-6-prenyloxyacetophenon (44)

Darstellung aus 6-Hydroxy-4-methoxy-2(methoxymethoxy)acetophenon (43) und
Dimethylallyloromid  nach  Vorschrift ~ B.  Reinigung durch SC  mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Farbloses Ol; Ausbeute: 77%

C16H1705 (294,15 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,71 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 1,76 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 2,47 (s, 3H, -CO-CH3),
3,46 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,79 (s, 3H, -OCHs), 4,50 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH>-), 5,14
(s, 2H, -O-CH2-0O-), 5,41 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -CH=), 6,15 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-3), 6,31
(d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-5)

2,4-Di(methoxy)-6-prenyloxyacetophenon (45)

Darstellung aus 6-Hydroxy-2,4-di(methoxy)acetophenon (42) und
Dimethylallyloromid  nach  Vorschrifft B. Reinigung durch SC  mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Farbloses Ol; Ausbeute: 45%

C15H2004 (264,14 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,71 (s, 3H, -Prenyl-CH3), 1,76 (s, 3H, -Prenyl-CHj3), 2,45 (s, 3H, -CO-CHj3),
3,78 (s, 3H, -OCHj3), 3,81 (s, 3H, -OCHs3), 4,50 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH,-), 5,41 (t, 1H,
J=6,6 Hz, -CH=), 6,09 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-3), 6,10 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-5)

2-Geranyloxy-4,6-di(methoxymethoxy)acetophenon (63)

Darstellung aus  2-Hydroxy-4,6-di(methoxymethoxy)acetophenon (1) und
Geranylbromid nach Vorschrift B. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat
2:1.

Farbloses Ol; Ausbeute: 81%

C22H3206 (392,22 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 1,59 (s, 3H, -CH3-10’), 1,67 (s, 3H, -CH3-9’), 1,70 (s, 3H, -CH3-4’), 2,06 (m,
4H, -CH,-5’ und -CH-6’), 2,47 (s, 3H, -CO-CHs), 3,45 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,47 (s,
3H, -MOM-CHs3), 4,52 (d, 2H, J = 6,4 Hz, -CH,-1"), 4,90 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,07 (t,
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1H, J = 6,8 Hz, -CH-7"), 5,12 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,14 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,40 (t, 1H,
J=6,4 Hz, -CH-2)), 6,31 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-3), 6,43 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-5)

4-(Methoxymethoxy)-2,6-diprenyloxyacetophenon (72)

Darstellung aus 2-Hydroxy-4-(methoxymethoxy)-6-prenyloxyacetophenon (71) und
Dimethylallyloromid  nach  Vorschrift B. Reinigung durch SC  mit
Petrolether/Ethylacetat 4:1.

Farbloses Ol; Ausbeute: 79%

C20H2805 (348,19 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,70 (s, 6H, 2x -Prenyl-CHs), 1,75 (s, 6H, 2x -Prenyl-CHj3), 2,44 (s, 3H, -CO-
CHs), 3,48 (s, 3H, -MOM-CHj3), 4,48 (d, 4H, J = 6,6 Hz, 2x -CH2-), 5,15 (s, 2H, -O-
CH»-0O-), 5,40 (t, 2H, J = 6,6 Hz, 2x -CH=), 6,24 (s, 2H, -H-3 und -H-5)

2.3 Vorschrift C: Umlagerung der Prenylgruppe/Geranylgruppe

Es wird eine Losung von 4,6-Di(methoxymethoxy)-2-prenyloxyacetophenon (2, 1
Aquivalent) in N,N-Dimethylanilin 98% unter Argon vorgelegt und 3 Stunden bei
200°C refluxiert. Anschlielend wird auf Raumtemperatur abgekuhlt, mit 3N HCI
angesauert und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden erst mit 3N HCI, dann mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet

und am Rotationsverdampfer eingeengt.

2.3.1 Analytische Daten der prenylierten/geranylierten Acetophenone

6-Hydroxy-4-methoxy-2-(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (46)
Darstellung aus 4-Methoxy-2-(methoxymethoxy)-6-prenyloxyacetophenon (44) nach
Vorschrift C. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Gelbliches Ol; Ausbeute: 32%

C16H2205 (294,15 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,69 (s, 3H, -Prenyl-CH3), 1,75 (s, 3H, -Prenyl-CHj3), 2,70 (s, 3H, -CO-CHj3),
3,28 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH,-), 3,50 (s, 3H, -MOM-CHz3), 3,84 (s, 3H, -OCH3), 4,95
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(s, 2H, -O-CH»-0-), 5,13 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -CH=), 6,27 (s, 1H, -H-5), 13,16 (s, 1H, -
OH)

6-Hydroxy-2,4-di(methoxy)-3-prenylacetophenon (47)

Darstellung aus 2,4-Di(methoxy)-6-prenyloxyacetophenon (45) nach Vorschrift C.
Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Gelbliches Ol; Ausbeute: 56%

C15H2004 (264,14 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,69 (s, 3H, -Prenyl-CH3), 1,76 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 2,68 (s, 3H, -CO-CH3),
3,26 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH3-), 3,72 (s, 3H, -OCH3), 3,84 (s, 3H, -OCHj3), 5,14 (t, 1H,
J =6,6 Hz, -CH=), 6,25 (s, 1H, -H-5), 13,36 (s, 1H, -OH)

3-Geranyl-6-hydroxy-2,4-di(lmethoxymethoxy)acetophenon (64)

Darstellung aus 2-Geranyloxy-4,6-di(methoxymethoxy)acetophenon (63) nach
Vorschrift C. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 4:1.

Gelbliches Ol; Ausbeute: 28%

C2oH3206 (392,22 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,57 (s, 3H, -CH3-10’), 1,65 (s, 3H, -CH3-9’), 1,75 (s, 3H, -CH3-4"), 2,08 (m,
4H, -CH>-5" und -CH»-6’), 2,70 (s, 3H, -CO-CH3), 3,31 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH>-1")
3,45 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,50 (s, 3H, -MOM-CHs), 4,95 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,06 (t,
1H, J = 6,8 Hz, -CH-7’), 5,15 (t, 1H, J = 6,4 Hz, -CH-2’), 5,20 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 6,47
(s, 1H, -H-5), 12,95 (s, 1H, -OH)

6-Hydroxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacethophenon (70)

Es werden 4 mmol 2-Hydroxy-4,6,di(methoxymethoxy)acetophenon (1, 1 Aquivalent)
in 10 ml Methanol vorgelegt und mit 11,2 mmol Kaliumhydroxid (2,8 Aquivalente)
versetzt. Die Reaktionsmischung wird auf 0°C gekihlt und langsam 9,6 mmol
Dimethylallyloromid (2,4 Aquivalente) zugetropft. Der Ansatz wird 24 Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt. Anschlieend wird auf Eiswasser gegossen, mit 3N HCI
angesauert und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am

Rotationsverdampfer eingeengt. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 6:1.

- 118 -



Experimenteller Teil

Gelbliches Ol; Ausbeute: 23%

C22H3206 (392,22 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,68 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 1,74 (s, 6H, 2x -Prenyl-CHs), 1,76 (s, 3H, -Prenyl-
CHs), 2,53 (s, 3H, -CO-CHs), 3,29 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH,-), 3,37 (d, 2H, J = 6,6 Hz,
-CHz-), 3,47 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,57 (s, 3H, -MOM-CHz3), 4,89 (s, 2H, -O-CH»-0O-),
4,93 (s, 2H, -O-CH»-O-), 5,19 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -CH=), 5,43 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -
CH=), 12,70 (s, 1H, -OH)

2,6-Dihydroxy-4-(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacetophenon (73)

Darstellung aus 4-(Methoxymethoxy)-2,6-diprenyloxyacetophenon (72) nach
Vorschrift C. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 6:1.

Braunes Ol; Ausbeute: 28%

C20H2805 (348,19 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,74 (s, 6H, 2x -Prenyl-CHs), 1,81 (s, 6H, 2x -Prenyl-CHj3), 2,67 (s, 3H, -CO-
CHs), 3,34 (d, 4H, J = 6,6 Hz, 2x -CH>-), 3,58 (s, 3H, -MOM-CHj3), 4,95 (s, 2H, -O-
CH»-0-), 5,20 (t, 2H, J = 6,6 Hz, -CH=), 9,89 (s, 1H, -OH)

2.4 Vorschrift D: Methoxylierung der Hydroxygruppe

Es werden 4 mmol 6-Hydroxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (3, 1
Aquivalent), 6 mmol Natriumhydroxid (1,5 Aquivalente) und 0,4 mmol
Tetrabutylammoniumjodid (0,1 Aquivalent) in 20 ml Methylenchlorid/Wasser 3:2
vorgelegt und gut geruhrt. Dann werden tropfenweise 4,4 mmol Dimethylsulfat (1,2
Aquivalente) zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt, dann die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit
Methylenchlorid extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser

gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.
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2.4.1 Analytische Daten der methoxylierten prenylierten Acetophenone

6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6)

Darstellung aus 6-Hydroxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (3) und
Dimethylsulfat nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.
Farbloses Ol; Ausbeute: 89%

C18H2606 (338,17 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 1,74 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 2,50 (s, 3H, -CO-CHs3),
3,30 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CHy-), 3,47 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,48 (s, 3H, -MOM-CH3),
3,79 (s, 3H, -OCHg3), 4,90 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 5,14 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -CH=), 5,20 (s,
2H, -O-CH»-0-), 6,54 (s, 1H, -H-5)

2-Methoxy-4,6-di(methoxymethoxy)acetophenon (7)

Darstellung aus  2-Hydroxy-4,6-di(methoxymethoxy)acetophenon (1) und
Dimethylsulfat nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.
Farbloses Ol; Ausbeute: 84%

C13H1804 (270,11 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 2,65 (s, 3H, -CO-CH3), 3,46 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,48 (s, 3H, -MOM-CHj5),
3,78 (s, 3H, -OCHj3), 5,14 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,16 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 6,31 (d, 1H, J
=1,9 Hz, -H-3), 6,45 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-5)

2-Hydroxy-4,6-dimethoxyacetophenon (35)

Darstellung aus 2,4,6-Trihydroxyacetophenon-Monohydrat (1 Aquivalent) und
Dimethylsulfat (2,5 Aquivalente) nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Farbloses Ol; Ausbeute: 38%

C10H1204 (196,07 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 2,61 (s, 3H, -CO-CHj3), 3,82 (s, 3H, -OCHj3), 3,85 (s, 3H, -OCHj3), 5,92 (d,
1H, J = 2,5 Hz, -H-3), 6,06 (d, 1H, J = 2,5 Hz, -H-5), 14,03 (s, 1H, -OH)

- 120 -



Experimenteller Teil

2-Hydroxy-4,6-dimethoxy-3-methylacethophenon (36)

Darstellung aus 2,4,6-Trihydroxyacetophenon-Monohydrat (1 Aquivalent) und
Dimethylsulfat (2,5 Aquivalente) nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Farbloses Ol; Ausbeute: 38%

C11H1404 (210,09 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 2,01 (s, 3H, -CHs), 2,62 (s, 3H, -CO-CHj3), 3,89 (s, 3H, -OCHg3), 3,90 (s, 3H, -
OCHs3), 5,95 (s, 1H, -H-5), 13,97 (s, 1H, -OH)

2,6-Dihydroxy-4-methoxyacetophenon (41)

Darstellung aus 2,4,6-Tri(hydroxy)acetophenon-Monohydrat und Dimethylsulfat nach
Vorschrift D. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Weiller Feststoff; Ausbeute: 38%

CoH1004 (182,06 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 2,58 (s, 3H, -CO-CHj3), 3,74 (s, 3H, -OCH3), 5,94 (s, 2H, -H-5 und -H-3),
12,32 (s, 1H, -OH)

6-Hydroxy-2,4-di(methoxy)acetophenon (42)

Darstellung aus 2,4,6-Tri(hydroxy)acetophenon-Monohydrat (1 Aquivalent) und
Dimethylsulfat (2,4 Aquivalente) nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Weiler Feststoff; Ausbeute: 38%

C10H1204 (196,07 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 2,61 (s, 3H, -CO-CHj3), 3,82 (s, 3H, -OCHj3), 3,85 (s, 3H, -OCHj3), 5,92 (d,
1H, J = 2,5 Hz, -H-5), 6,06 (d, 1H, J = 2,5 Hz, -H-3), 14,04 (s, 1H, -OH)

2-Hydroxy-4,6-di(methoxy)-3-prenylacetophenon (49)

Darstellung aus  2,4-Di(hydroxy)-6-methoxy-3-prenylacetophenon  (48) und
Dimethylsulfat nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.
Weiller Feststoff; Ausbeute: 80%

C15H2004 (264,14 g/mol)
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'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, -Prenyl-CH3), 1,76 (s, 3H, -Prenyl-CHj3), 2,61 (s, 3H, -CO-CHj3),
3,27 (d, 2H, J = 7,1 Hz, -CHy-), 3,88 (s, 3H, -OCH3), 3,89 (s, 3H, -OCH3), 5,17 (t, 1H,
J=17,1Hz, -CH=), 5,95 (s, 1H, -H-5), 13,94 (s, 1H, -OH)

2-Methoxy-4,6-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (52)

Darstellung aus 2-Hydroxy-4,6-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (51) und
Dimethylsulfat nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.
Farbloses Ol; Ausbeute: 59%

C18H2606 (338,17 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, -Prenyl-CH3), 1,76 (s, 3H, -Prenyl-CHj3), 2,51 (s, 3H, -CO-CHj3),
3,29 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH5-), 3,46 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,47 (s, 3H, -MOM-CH3),
3,71 (s, 3H, -OCHs), 5,13 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,16 (m, 3H, -CH= und -O-CH»-O-),
6,70 (s, 1H, -H-5)

3-Geranyl-6-methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)acetophenon (65)

Darstellung aus 3-Geranyl-6-hyxdroxy-2,4-di(methoxymethoxy)acetophenon (64)
nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 4:1.

Gelbliches Ol; Ausbeute: 68%

C23H3406 (406,24 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 1,57 (s, 3H, -CH3-10’), 1,64 (s, 3H, -CH3-9’), 1,74 (s, 3H, -CH3-4’), 2,06 (m,
4H, -CHy-5’ und -CH»-6’), 2,50 (s, 3H, -CO-CHs), 3,31 (d, 2H, J = 6,7 Hz, -CH>-1’)
3,47 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,48 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,79 (s, 3H, -OCHj3), 4,89 (s, 2H, -
O-CH,-0-), 5,05 (t, 1H, J = 6,8 Hz, -CH-7’), 5,14 (t, 1H, J = 6,4 Hz, -CH-2’), 5,20 (s,
2H, -O-CH»-0-), 6,55 (s, 1H, -H-5)

2-Hydroxy-6-methoxy-4-(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacetophenon (74)
Darstellung aus 2,6-Dihydroxy-4(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacetophenon (73)
und Dimethylsulfat nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat
4:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 64%

C21H3005 (362,21 g/mol)
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'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,69 (s, 6H, 2x -Prenyl-CHs), 1,76 (s, 6H, 2x -Prenyl-CHj3), 2,71 (s, 3H, -CO-
CHj3), 3,34 (d, 4H, J = 6,4 Hz, 2x -CHy-), 3,58 (s, 3H, -MOM-CHg3), 3,70 (s, 3H, -
OCHj3), 4,98 (s, 2H, -O-CH2-0-), 5,20 (t, 2H, J = 6,4 Hz, 2x -CH=), 13,02 (s, 1H, -OH)

6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacetophenon (78)

Darstellung aus 6-Hydroxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacetophenon (70)
und Dimethylsulfat nach Vorschrift D. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat
5:1.

Farbloses Ol; Ausbeute: 67%

C23H3406 (406,24 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,68 (s, 6H, 2x -Prenyl-CHs), 1,74 (s, 6H, 2x -Prenyl-CH3), 2,53 (s, 3H, -CO-
CHs), 3,27 (d, 2H, J = 6,8 Hz, -CH,-), 3,36 (d, 2H, J = 5,5 Hz, -CH-), 3,47 (s, 3H, -
MOM-CHs), 3,57 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,67 (s, 3H, -OCHs), 4,88 (s, 2H, -O-CH>-O-),
4,88 (s, 2H, -O-CH»-0-), 5,18 (t, 1H, J = 5,5 Hz, -CH=), 5,39 (t, 1H, J = 6,8 Hz, -CH=)

2.5 Hydroxylierung mit Quecksilber
2.5.1 Analytische Daten der hydroxylierten Verbindung

3-(3’-Hydroxy-3’-methylbutyl)-6-methoxy-2,4-di(methoxymethyoxy)acetophenon
(81)

Es wird eine Lésung von 2,22 g Quecksilber(ll)acetat (4 Aquivalente) in Wasser (5
ml) vorbereitet. Dazu gibt man nacheinander 10 ml THF und 590 mg 6-Methoxy-2,4-
di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6). Die Innentemperatur sollte dabei 30°C
nicht Ubersteigen. Man rihrt so lange, bis bei einer Probe des Gemisches auf Zusatz
von NaOH kein Quecksilberoxid mehr ausfallt. Dann versetzt man mit 5 ml 3N NaOH,
tropft eine Losung von 99 mg NaBH,4 in § ml 3N NaOH zu und rahrt noch weitere 60
Minuten. Das ausgefallene Quecksilberoxid wird abgetrennt, die wassrige Phase mit
Kochsalz gesattigt und mit Ether extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden mit
Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer

eingeengt. Reinigung durch SC mit Ethylacetat.
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Farbloses Ol; Ausbeute: 70%

C1gH2s07 (356,18 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

5 (ppm): 1,25 (s, 6H, 2x -CH3), 1,66 (dt, 2H, J = 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CHy), 1,77 (s, 1H, -
OH), 2,47 (s, 3H, -CO-CHs), 2,68 (dt, 2H, J = 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CH,), 3,48 (s, 3H, -
MOM-CHs3), 3,50 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,78 (s, 3H, -OCH3), 4,91 (s, 2H, -O-CH,-0-),
5,20 (s, 2H, -O-CH»-0-), 6,53 (s, 1H, -H-5")

3-(2’,3’-Dihydroxy-3’-methylbutyl)-6-methoxy-2,4-di(methoxymethyoxy)-
acetophenon (82)

Es wird eine Lésung von 2,22 g Quecksilber(ll)acetat (4 Aquivalente) in Wasser (5
ml) vorbereitet. Dazu gibt man nacheinander 10 ml THF und 590 mg 6-Methoxy-2,4-
di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6). Die Innentemperatur sollte dabei 30°C
nicht Ubersteigen. Man rihrt so lange, bis bei einer Probe des Gemisches auf Zusatz
von NaOH kein Quecksilberoxid mehr ausfallt. Dann versetzt man mit 5 ml 3N NaOH,
tropft eine Losung von 99 mg NaBH,4 in § ml 3N NaOH zu und rahrt noch weitere 60
Minuten. Das ausgefallene Quecksilberoxid wird abgetrennt, die wassrige Phase mit
Kochsalz gesattigt und mit Ether extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden mit
Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Reinigung durch SC mit Ethylacetat.

Farbloses Ol; Ausbeute: 19%

C1gH2805 (372,18 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,37 (s, 3H, -CHj3), 1,46 (s, 3H, -CH3), 2,36 (m, 1H, -CHy), 1,77 (s, 1H, -OH),
2,44 (s, 3H, -CO-CHj3), 2,91 (m, 1H, -CHy), 3,43 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,44 (s, 1H, -H-
2’), 3,46 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,77 (s, 3H, -OCHj3), 4,91 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,19 (s,
2H, -O-CH»-0-), 6,53 (s, 1H, -H-5)
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2.6  Ringschlussreaktionen
2.6.1 Analytische Daten der ringgeschlossenen Verbindungen

2',2’-Dimethylpyrano[2’,3':3,4]-2-hydroxy-6-methoxyacetophenon (89)

Es werden 7,2 mmol 2,4-Di(hydroxy)-6-methoxy-3-prenylacetophenon (48) und 7,2
mmol 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon (DDQ) in 50 ml trockenem Benzol
vorgelegt und 9 Tropfen trockenes Dioxan zugegeben. Die Reaktionsmischung wird
zum Sieden erhitzt und 3 Stunden unter Rlckfluss gerthrt. Anschlie3end Iasst man
auf Raumtemperatur abkihlen und filtriert das DDQ ab. Das Filtrat wird am
Rotationsverdampfer eingeengt. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 6:1.
Hellgelbe Kristalle; Ausbeute: 90%

C14H1604 (248,1 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,44 (s, 6H, 2x -CH3), 2,60 (s, 3H, -CO-CH3), 3,85 (s, 3H, -OCHj3), 5,45 (d,
1H, J = 10,4 Hz, -H-3), 5,88 (s, 1H, -H-8), 6,65 (d, 1H, J = 10,4 Hz, -H-4), 14,28 (s,
1H, -OH)

2',2’-Dimethyl-3’,4’-dihydro-(2H)-pyrano[2’,3':3,4]-2-hydroxy-6-methoxy-
acetophenon (96)

Es werden 100 mg 2,4-Di(hydroxy)-6-methoxy-3-prenylacetophenon (48) in 2 ml THF
und 3 ml Ameisensaure vorgelegt. Die Reaktionsmischung wird zum Sieden erhitzt
und 3 Stunde unter Ruckfluss gerthrt. AnschlieRend wird auf Eiswasser gegossen
und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 6:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 60%

C14H1504 (250,12 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 1,35 (s, 6H, 2x -CH3), 1,79 (t, 2H, J = 6,7 Hz, -H-3), 2,59 (t, 2H, J = 6,7 Hz, -
H-4), 2,50 (s, 3H, -CO-CHs), 3,82 (s, 3H, -OCHj3), 5,84 (s, 1H, -H-8), 14,40 (s, 1H, -
OH)
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2.7 Vorschrift E: Schitzen der Hydroxygruppen der Benzaldehyde

10 mmol des entsprechenden Benzaldehyds (1 Aquvalent) und 50 mmol
Kaliumcarbonat (5 Aquvalente) werden in 50 ml Aceton vorgelegt und zum Sieden
erhitzt. Es werden 1,5 Aquvalente Brommethylmethylether pro zu schitzende
Hydroxygruppe zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 3 Stunden unter Ruckfluss
geruhrt. AnschlieBend wird der Ansatz auf Raumtemperatur abgekuhlt und das

Kaliumcarbonat abfiltriert. Das Filtrat wird am Rotationsverdampfer eingeengt.

2.7.1 Analytische Daten der geschitzten Benzaldehyde

2-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (8)

Darstellung aus 2-Hydroxybenzaldehyd und Brommethylmethylether nach Vorschrift
E. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 6:1.

Hellgelber Feststoff; Ausbeute: 34%

CoH1003 (166,06 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 3,53 (s, 3H, -MOM-CHj3), 5,31 (s, 2H, -O-CH»-O-), 7,09 (m, 1H, -H-5), 7,22
(dd, 1H, J = 8,5 Hz, 0,5 Hz, -H-3), 7,54 (m, 1H, -H-4), 7,85 (dd, 1H, J = 7,7 Hz, 1,6
Hz, -H-6), 10,51 (s, 1H, -CO-H)

3-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (9)

Darstellung aus 3-Hydroxybenzaldehyd und Brommethylmethylether nach Vorschrift
E. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 3:1.

Hellgelber Feststoff; Ausbeute: 41%

CoH1003 (166,06 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 3,49 (s, 3H, -MOM-CH3), 5,24 (s, 2H, -O-CH»-O-), 7,32 (ddd, 1H, J = 8,0 Hz,
2,2 Hz, 1,4 Hz, -H-4), 7,46(t, 1H, J = 7,9 Hz, -H-5), 7,53 (m, 2H, -H-2 und —H-6), 9,98
(s, 1H, -CO-H)

4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10)
Darstellung aus 4-Hydroxybenzaldehyd und Brommethylmethylether nach Vorschrift
E. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.

- 126 -



Experimenteller Teil

Hellgelber Feststoff; Ausbeute: 78%

CoH1003 (166,06 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 3,49 (s, 3H, -MOM-CHj3), 5,26 (s, 2H, -O-CH,-O-), 7,15(d, 1H, J = 8,8 Hz, -
H-3 und -H-5), 7,83 (d, 1H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 9,90 (s, 1H, -CO-H)

3,4-Di(methoxymethoxy)benzaldehyd (11)

Darstellung aus 3,4-Di(hydroxy)benzaldehyd und Brommethylmethylether nach
Vorschrift E. Reinigung durch SC mit Methylenchlorid/Ethylacetat 6:1.

Hellgelber Feststoff; Ausbeute: 41%

C11H1405 (226,08 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 3,52 (s, 3H, -MOM-CH5), 3,53 (s, 3H, -MOM-CHj3), 5,30 (s, 2H, -O-CH,-O-),
5,33 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 7,29 (d, 1H, J = 8,2 Hz, -H-5), 7,51 (dd, 1H, J = 8,2 Hz, 1,9
Hz, -H-6), 7,68 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2), 9,87 (s, 1H, -CO-H)

3,5-Di(methoxymethoxy)benzaldehyd (12)

Darstellung aus 3,5-Di(hydroxy)benzaldehyd und Brommethylmethylether nach
Vorschrift E. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Hellgelber Feststoff; Ausbeute: 68%

C11H1405 (226,08 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 3,49 (s, 6H, 2x -MOM-CH3), 5,21 (s, 4H, 2x -O-CH»-O-), 6,98 (t, 1H, J = 2,2
Hz, -H-4), 7,21 (d, 2H, J = 2,2 Hz, -H-2 und -H-6), 9,91 (s, 1H, -CO-H)

3,4,5-Tri(methoxymethoxy)benzaldehyd (13)

Darstellung aus 3,4,5-Tri(hydroxy)benzaldehyd und Brommethylmethylether nach
Vorschrift E. Reinigung durch SC mit Methylenchlorid/Ethylacetat 6:1.

Hellgelber Feststoff; Ausbeute: 31%

C43H1507 (286,11 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 3,52 (s, 6H, 2x -MOM-CH3), 3,62 (s, 3H, -MOM-CHz3), 5,25 (s, 4H, 2x -O-
CH»-0O-), 5,27 (s, 2H, -O-CH»-0-), 7,39 (s, 2H, -H-2 und -H-6), 9,85 (s, 1H, -CO-H)
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3-Methoxy-4(methoxymethoxy)benzaldehyd (14)

Darstellung aus 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd und Brommethylmethylether nach
Vorschrift E. Reinigung durch SC mit Methylenchlorid/Ethylacetat 2:1.

Weiller Feststoff; Ausbeute: 75%

C10H1204 (196,07 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 3,52 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,94 (s, 3H, -OCHj3), 5,32 (s, 2H, -O-CH2-0-), 7,27
(d, 1H, J = 8,7 Hz, -H-5), 7,11 (dd, 1H, J = 8,7 Hz, 1,9 Hz, -H-6), 7,43 (d, 1H,J=1,9
Hz, -H-2), 9,86 (s, 1H, -CO-H)

2.8 Vorschrift F: Aldolkupplung

Zu einer kalten Lésung von 1 Aquivalent des A-Ringes und 1,1 Aquivalenten des
geschutzten Benzaldehyds in 4 ml Ethanol wird tropfenweise eine kalte Losung von
50 Aquivalenten Kaliumhydroxid in 10 ml Ethanol/Wasser 3:2 bei 0°C unter Argon
gegeben. Es wird zunachst 1 Stunde im Eisbad gerthrt, dann 3 Tage bei
Raumtemperatur unter Argon. AnschlieBend wird auf Eiswasser gegossen, mit 3N
HCI angesauert und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und am

Rotationsverdampfer eingeengt.
2.8.1 Analytische Daten der geschutzten Chalkone

6’-Methoxy-2’,4,4’-trilmethoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (15)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6) und 4-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 66%

Ca7H3405 (486,23 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,67 (s, 3H , -CH3-5"), 1,76 (s, 3H, -CH3-4"), 3,35 (d, 2H, J =6,9 Hz, -CH,-
1”), 3,42 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,47 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,50 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,76
(s, 3H, -OCHj3), 4,90 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 5,19 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-2"), 5,20 (s, 2H,
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-O-CH,-0-), 5,23 (s, 2H, -O-CH,-O-), 6,58 (s, 1H, -H-5'), 6,89 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-
B), 7,03 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,37 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-a), 7,48 (d,
2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6)

6’-Methoxy-2,2",4’-trilmethoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (17)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6) und 2-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd (8) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 74%

C27H3405 (486,23 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 1,67 (s, 3H, -CH3-5"), 1,76 (s, 3H, -CH3-4"), 3,35 (d, 2H, J = 6,9 Hz, -CHy-
1”), 3,43 (s, 3H, -MOM-CHs3), 3,45 (s, 3H, -MOM-CHz3), 3,49 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,77
(s, 3H, -OCHj3), 4,92 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 5,18 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-2"), 5,21 (s, 2H,
-O-CH,-0-), 5,23 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 6,58 (s, 1H, -H-5’), 7,01 (m, 1H, -H-5), 7,07 (d,
1H, J = 16,2 Hz, -H-B), 7,13 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, 1,5 Hz, -H-3), 7,32 (m, 1H, -H-4),
7,58 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, 1,6 Hz, -H-6), 7,82 (d, 1H, J = 16,2 Hz, -H-a)

6’-Methoxy-2’,3,4’-trilmethoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (18)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6) und 3-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd (9) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 61%

C27H3405 (486,23 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 1,68 (s, 3H, -CH3-5"), 1,76 (s, 3H, -CH3-4"), 3,35 (d, 2H, J = 6,9 Hz, -CHy-
1”), 3,43 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,48 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,76 (s, 3H, -OCHs), 4,91 (s,
2H, -O-CH»-0O-), 5,18 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-2"), 5,18 (s, 2H, -O-CH»-0-), 5,24 (s,
2H, -O-CH,-0-), 6,59 (s, 1H, -H-5’), 6,98 (d, 1H, J = 16,2 Hz, -H-B), 7,05 (m, 1H, -H-
4), 7,19 (m, 1H, -H-5), 7,33 (m, 2H, -H-2 und -H-6), 7,36 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-q)
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6’-Methoxy-2’,3,4,4’-tetra(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (19)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6) und
3,4-Di(methoxymethoxy)benzaldehyd (11) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 79%

Ca29H3801¢ (546,25 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,68 (s, 3H, -CH3-5"), 1,76 (s, 3H, -CHs-4"), 3,35 (d, 2H, J = 6,6 Hz,-CH>-
1”), 3,43 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,51 (s, 6H, 2x -MOM-CHj3), 3,52 (s, 3H, -MOM-CHj3),
3,75 (s, 3H, -OCHj3), 4,90 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 5,18 (t, 1H, J = 6,7 Hz, -CH-2"), 5,23
(s, 2H, -O-CH2-0-), 5,24 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,26 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 6,58 (s, 1H, -H-
5’), 6,89 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-B), 7,08 (d, 1H, J = 8,2 Hz, -H-5), 7,16 (dd, 1H, J =
8,2 Hz, 1,9 Hz, -H-6), 7,31 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-qa), 7,35 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2)

2’-Hydroxy-6’-methoxy-3,4’,5-tri(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (20)
Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6) und
3,5-Di(methoxymethoxy)benzaldehyd (12) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 45%

Ca29H3801¢ (546,25 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,67 (s, 3H, -CH3-5"), 1,79 (s, 3H, -CH3-4"), 3,21 (d, 2H, J = 7,1 Hz, -CH,-
1”), 3,43 (s, 9H, 3x -MOM-CHj3), 3,92 (s, 3H, -OCHs), 5,19 (s, 4H, 2x -O-CH,-O-),
5,22 (t, 1H, J = 7,3 Hz, -CH-2"), 5,27 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 6,23 (s, 1H, -H-5’), 6,77 (t,
1H, J = 2,2 Hz, -H-4), 6,97 (d, 2H, J = 2,2 Hz, -H-2 und -H-6), 7,66 (d, 1H, J = 15,6
Hz, -H-B), 7,84 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,01 (s, 1H, -OH-2)

2’-Hydroxy-6’-methoxy-3,4,4’,5-tetra(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (21)
Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6) und
3,4,5-Tri(methoxymethoxy)benzaldehyd (13) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC
mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranges OI; Ausbeute: 53%

Ca9H35011 (562,24 g/mol)

'H-NMR (CDCly):
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S (ppm): 1,67 (s, 3H, -CH3-5"), 1,79 (s, 3H, -CH3-4"), 3,32 (d, 2H, J = 7,1 Hz, -CH,-
1), 3,49 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,52 (s, 6H, 2x -MOM-CHj3), 3,62 (s, 3H, -MOM-CHs),
3,92 (s, 3H, -OCHj3), 5,19 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,21 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH-2"), 5,24
(s, 2H, -O-CH,-0-), 5,27 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,30 (s, 2H, -O-CH-0-), 6,23 (s, 1H, -H-
5), 7,16 (s, 2H, -H-2 und -H-6), 7,65 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,81 (d, 1H, J = 15,6
Hz, -H-a), 14,08 (s, 1H, -OH-2’)

3,4,6’-Trimethoxy-2’,4’-di(methoxymethoxy)-3'-prenylchalkon (27)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6) und
3,4-Di(methoxy)benzaldehyd nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Methylenchlorid/Ethylacetat 6:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 40%

C27H3405 (486,23 g/mol)

'"H-NMR (DMSO-d):

o (ppm): 1,67 (s, 3H, -CH3-5"), 1,76 (s, 3H, -CH3-4"), 3,36 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CHa-
1”), 3,41 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,50 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,76 (s, 3H, -OCHs), 3,90 (s,
3H, -OCHj3), 3,91 (s, 3H, -OCHa), 4,92 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 5,19 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -
CH-27), 5,24 (s, 2H, -O-CH»-O-), 6,58 (s, 1H, -H-5’), 6,85 (d, 1H, J = 8,5 Hz, -H-5),
6,88 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-B), 7,07 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2), 7,12 (dd, 1H, J = 8,5
Hz, 1,9 Hz, -H-6), 7,34 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-a)

3,6’-Di(methoxy)-2',4,4'-tri(methoxymethoxy)-3'-prenylchalkon (28)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6) und 3-
Methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyd (14) nach Vorschrift F. Reinigung durch
SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 65%

Ca2sH3609 (516,24 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, -CH3-5"), 1,76 (s, 3H, -CH3-4"), 3,36 (d, 2H, J = 6,6 Hz,-CH,-
1”), 3,40 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,45 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,49 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,76
(s, 3H, -OCHj3), 3,89 (s, 3H, -OCHj3), 4,90 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 5,21 (t, 1H, J = 6,7 Hz,
-CH-2”), 5,22 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 5,32 (s, 2H, -O-CH;-O-), 6,71 (s, 1H, -H-5’), 6,94
(d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-B), 7,12 (d, 1H, J = 8,5 Hz, -H-5), 7,17 (dd, 1H, J =8,5 Hz, 1,9
Hz, -H-6), 7,30 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-a), 7,35 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2)
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6’-Methoxy-2’,4,4'-trilmethoxymethoxy)-chalkon (31)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)acetophenon (7) und 4-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 76%

C22H2605 (418,16 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 3,38 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,47 (s, 3H, -MOM-CHz3), 3,51 (s, 3H, -MOM-CHj),
3,76 (s, 3H, -OCHs), 5,11 (s, 2H, -O-CH2-O-), 5,20 (s, 4H, 2x -O-CH»-0O-), 6,36 (d,
1H, J = 1,9 Hz, -H-3’), 6,50 (d, 1H, J = 1,9 Hz , -H-5’), 6,86 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-),
7,02 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,31 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-a), 7,47 (d, 2H, J
= 8,8 Hz, -H-2 und -H-6)

6’-Methoxy-2’,3,4,4’-tetra(methoxymethoxy)-chalkon (32)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)acetophenon (7) und 3,4-
Di(methoxymethoxy)benzaldehyd (11) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 78%

C24H30010 (478,18 g/mol)

'H-NMR (CDCly):

o (ppm): 3,39 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,50 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,52 (s, 6H, 2x -MOM-
CHs), 3,76 (s, 3H, -OCHj3), 5,11 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 5,20 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,24 (s,
2H, -O-CH»-0-), 5,26 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 6,37 (d, 1H,J=1,9 Hz , -H-3’), 6,50 (d, 1H,
J=19Hz, -H-5), 6,86 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-B), 7,14 (m, 2H, -H-5 und -H-6), 7,27
(d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-qa), 7,35 (s, 1H, -H-2)

2’-Hydroxy-4’,6’-dimethoxy-4-(methoxymethoxy)chalkon (37)

Darstellung aus 2-Hydroxy-4,6-di(methoxy)acetophenon (35) und 4-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 83%

C19H2006 (344,13 g/mol)

'"H-NMR (Aceton-ds):
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S (ppm): 3,45 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,88 (s, 3H, -OCHs3), 4,01 (s, 3H, -OCH3), 5,27 (s,
2H, -O-CH,-0-), 6,10 (d, 1H, J = 2,5 Hz, -H-3), 6,13 (d, 1H, J = 2,5 Hz, -H-5"), 7,11
(d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,70 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,77 (d,
1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,94 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,38 (s, 1H, -OH-6")

2’'-Hydroxy-4’,6'-dimethoxy-4’-(methoxymethoxy)-3’-methylchalkon (38)
Darstellung aus 2-Hydroxy-4,6-di(methoxy)-3-methylacetophenon (36) und 4-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 59%

C20H2206 (358,14 g/mol)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,97 (s, 3H, -CH3), 3,45 (s, 3H, -MOM-CHz3), 3,96 (s, 3H, -OCHj3), 4,05 (s,
3H, -OCHj3), 5,27 (s, 2H, -O-CH,-0-), 6,32 (s, 1H, -H-5°), 7,11 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3
und -H-5), 7,70 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,76 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B),
7,94 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,25 (s, 1H, -OH-6")

6’-Hydroxy-2',4,4’-tri(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (53)

Darstellung aus 6-Hydroxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (3) und 4-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 43%

C26H3205 (472,21 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,70 (s, 3H, -CH3-5"), 1,79 (s, 3H, -CH3-4"), 3,36 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CHy-
1”), 3,46 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,47 (s, 3H, -MOM-CHz3), 3,49 (s, 3H, -MOM-CH3), 4,88
(s, 2H, -O-CH,-0O-), 5,18 (t, 1H, J = 6,8 Hz, -CH-2"), 5,22 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,23 (s,
2H, -O-CH;,-0-), 6,50 (s, 1H, -H-5%), 7,07 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,60 (d,
2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,72 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,83 (d, 1H, J = 15,6
Hz, -H-a), 12,88 (s, 1H, -OH)
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6’-Hydroxy-4’-methoxy-2’,4-di(methoxymethoxy)-3'-prenylchalkon (54)
Darstellung aus 6-Hydroxy-4-methoxy-2-methoxymethoxy-3-prenylacetophenon (46)
und 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 52%

Cas5H3007 (442,20 g/mol)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,67 (s, 3H, -CH3-5"), 1,78 (s, 3H, -CH3-4"), 3,35 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CHy-
1”), 3,46 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,48 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,92 (s, 3H, -OCHs), 4,95 (s,
2H, -O-CH»-0-), 5,19 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -CH-2"), 5,28 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 6,37 (s,
1H, -H-5’), 7,13 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,72 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -
H-6), 7,82 (s, 2H, -H-a und -H-B), 13,20 (s, 1H, -OH-6’)

6’-Hydroxy-2',4’-dimethoxy-4(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (55)
Darstellung aus 6-Hydroxy-2,4-di(methoxy)-3-prenylacetophenon (47) und 4-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 75%

C24H2806 (412,19 g/mol)

"H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, -CH3-5"), 1,78 (s, 3H, -CH3-4"), 3,31 (d, 2H, J = 6,8 Hz, -CHy-
1”), 3,46 (s, 3H, -MOM-CH5), 3,71 (s, 3H, -OCHj3), 3,91 (s, 3H, -OCHs), 5,17 (t, 1H, J
= 6,9 Hz, -CH-2"), 5,28 (s, 2H, -O-CH,-O-), 6,34 (s, 1H, -H-5’), 7,14 (d, 2H, J = 8,8
Hz, -H-3 und -H-5), 7,72 (d, 2H, J = 8,7 Hz, -H-2 und -H-6), 7,84 (d, 1H, J = 15,6 Hz,
-H-B), 7,92 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 13,60 (s, 1H, -OH-6")

2'-Hydroxy-4',6’-dimethoxy-4-(methoxymethoxy)-3'-prenylchalkon (56)
Darstellung aus 2-Hydroxy-4,6-di(methoxy)-3-prenylacetophenon (49) und 4-
(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 73%

C24H2806 (412,19 g/mol)

'H-NMR (DMSO-ds):
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S (ppm): 1,60 (s, 3H, -CH3-5"), 1,70 (s, 3H, -CH3-4"), 3,16 (d, 2H, J = 7,1 Hz, -CH,-
1), 3,39 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,92 (s, 3H, -OCHs), 3,99 (s, 3H, -OCHs3), 5,10 (t, 1H, J
= 7,1 Hz, -CH-2"), 5,26 (s, 2H, -O-CH,-0-), 6,28 (s, 1H, -H-5'), 7,10 (d, 2H, J = 8,7
Hz, -H-3 und -H-5), 7,70 (d, 2H, J = 8,7 Hz, -H-2 und -H-6), 7,70 (d, 1H, J = 15,6 Hz,
-H-B), 7,81 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,09 (s, 1H, OH-2’)

2’-Methoxy-4,4",6’-trilmethoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (57)

Darstellung aus 2-Methoxy-4,6-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (52) und
4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 70%

C27H3405 (486,23 g/mol)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, -CH3-5"), 1,77 (s, 3H, -CH3-4"), 3,31 (d, 2H, J = 6,9 Hz, -CHy-
1”), 3,35 (s, 3H, -MOM-CHs3), 3,43 (s, 3H, -MOM-CHz3), 3,48 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,68
(s, 3H, -OCH3-2'), 5,13 (s, 2H, -O-CH2-O-), 5,21 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-2"), 5,27 (s,
2H, -O-CH2-0-), 5,33 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 6,52 (s, 1H, -H-5’), 7,08 (d, 2H, J = 8,5 Hz,
-H-3 und -H-5), 7,63 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-2 und -H-6), 7,79 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-
B), 7,98 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a)

3’-Geranyl-6'-hydroxy-2',4,4’ -tri(methoxymethoxy)-chalkon (66)

Darstellung aus 3-Geranyl-6-hydroxy-2,4-di(methoxymethoxy)-acetophenon (64) und
4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 4:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 66%

C31H400s (540,27 g/mol)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,62 (s, 3H, -CH3-10"), 1,70 (s, 3H, -CH3-97), 1,81 (s, 3H, -CH3-4"), 2,05 (m,
4H, -CH2-5" und -CH-6"), 3,40 (d, 2H, J = 6,3 Hz, -CH2-1"), 3,46 (s, 3H, -MOM-CHj3),
3,47 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,49 (s, 3H, -MOM-CHs3), 4,97 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,09 (t,
1H, J = 6,9 Hz, -CH-7”), 5,25 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-2"), 5,28 (s, 2H, -O-CH,-O-),
5,33 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 6,49 (s, 1H, -H-5"), 7,13 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5),
7,73 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,82 (s, 2H, -H-a und -H-B), 12,96 (s, 1H, -
OH)
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3’-Geranyl-6'-methoxy-2*,4,4’-tri(methoxymethoxy)chalkon (67)

Darstellung aus 3-Geranyl-6-methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-acetophenon (65)
und 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 61%

C32H4205 (554,29 g/mol)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,63 (s, 3H, -CH3-10"), 1,67 (s, 3H, -CH3-97), 1,77 (s, 3H, -CH3-4"), 1,97 (m,
4H, -CH,-5" und -CH,-6"), 3,37 (d, 2H, J = 7,4 Hz, -CH2-1"), 3,40 (s, 3H, -MOM-CHs3),
3,44 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,50 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,77 (s, 3H, -OCHj3), 4,90 (s, 2H, -
O-CH,-0-), 5,08 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH-7"), 5,23 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH-2"), 5,25 (s,
2H, -O-CH-0-), 5,32 (s, 2H, -O-CH»-O-), 6,71 (s, 1H, -H-5’), 6,91 (d, 1H, J = 16,2
Hz, -H-B), 7,07 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,32 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-q),
7,62 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-2 und -H-6)

2'-Hydroxy-6’-methoxy-4,4’-di(methoxymethoxy)-3’,5’-diprenylchalkon (75)
Darstellung aus 2-Hydroxy-6-methoxy-4-(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacetophenon
(74) und 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch
SC mit Petrolether/Ethylacetat 4:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 64%

Cs30H3507 (510,28 g/mol)

"H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, , -CH3-5"), 1,69 (s, 3H, -CH3-4"), 1,77 (s, 3H, -CH3-5""), 1,79 (s,
3H, -CH3-4"), 3,37 (d, 2H, J = 7,4 Hz, -CH2-1"), 3,40 (d, 2H, J = 7,4 Hz, -CH2-1""),
3,46 (s, 3H, -MOM-CH3), 3,57 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,70 (s, 3H, -OCHj3), 5,05 (s, 2H, -
0O-CH2-0-), 5,24 (t, 2H, J = 7,4 Hz, 2x -CH-2” und -CH-2""), 5,29 (s, 2H, -O-CH»-0O-),
7,14 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,74 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,78
(d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-B), 7,93 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-a), 13,19 (s, 1H, -OH)

2',6’-Dihydroxy-4,4’-di(methoxymethoxy)-3’,5-diprenylchalkon (76)

Darstellung aus 2,6-Dihydroxy-4-(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacetophenon (73)
und 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 57%
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Ca9H3607 (496,25 g/mol)

'H-NMR (Aceton-ds):

5 (ppm): 1,66 (s, 3H, -CH3-5"), 1,70 (s, 3H, -CH3-4"), 1,77 (s, 3H, -CH3-5"), 1,79 (s,
3H, -CH3-4""), 3,38 (d, 4H, J = 6,6 Hz, -CH»-1” und -CH»-1""), 3,45 (s, 3H, -MOM-
CHs), 3,46 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,57 (s, 3H, -MOM-CHzs), 4,93 (s, 2H, -O-CH,-0O-),
5,04 (s, 2H, -O-CH»-0-), 5,24 (t, 2H, J = 6,6 Hz, -CH-2"), 5,27 (t, 2H, J = 6,6 Hz, -CH-
2'"), 5,28 (s, 2H, -O-CH,-0-), 7,13 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,74 (d, 2H, J =
8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,77 (d, 1H, J = 15,4 Hz, -H-B), 7,87 (d, 1H, J = 15,4 Hz, -H-
a), 12,79 (s, 1H, -OH)

6’-Hydroxy-2',4,4’-triimethoxymethoxy)-3',5’-diprenylchalkon (79)

Darstellung aus 6-Hydroxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacetophenon (70)
und 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 4:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 34%

C31H400s (540,27 g/mol)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, -CH3-4"), 1,70 (s, 3H , -CH3-5”), 1,77 (s, 3H, -CH3-4""), 1,79 (s,
3H, -CH3-5""), 3,38 (d, 4H, J = 6,6 Hz, -CH>-1” und -CH»-1""), 3,45 (s, 3H, -MOM-
CHs), 3,46 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,57 (s, 3H, -MOM-CHj3), 4,93 (s, 2H, -O-CH>-O-),
5,04 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 5,24 (t, 2H, J = 6,6 Hz, -CH-2"), 5,27 (t, 2H, J = 6,6 Hz, -CH-
2), 5,28 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 7,13 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,74 (d, 2H, J =
8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,77 (d, 1H, J = 15,4 Hz, -H-B), 7,87 (d, 1H, J = 15,4 Hz, -H-
a), 12,79 (s, 1H, -OH)

6’-Methoxy-2’,4,4’-trilmethoxymethoxy)-3',5’-diprenylchalkon (80)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3,5-diprenylacetophenon (78)
und 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 4:1.

Gelbes Ol; Ausbeute: 63%

C32H4205 (554,29 g/mol)

"H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,68 (s, 6H, -CH3-5" und -CH3-5""), 1,76 (s, 6H, -CH3-4” und -CH3-4""), 3,30
(d, 4H, J = 7,1 Hz, -CH2-1” und -CH»-1""), 3,38 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,44 (s, 3H, -
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MOM-CHs), 3,57 (s, 3H, -MOM-CHs), 3,65 (s, 3H, -OCHs), 4,89 (s, 2H, -O-CH,-O-),
5,02 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,26 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,27 (t, 2H, J = 7,1 Hz, -CH-2” und
—CH-2""), 6,96 (d, 1H, J = 16,2 Hz, -H-B), 7,09 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5),
7,34 (d, 1H, J = 16,2 Hz, -H-a), 7,63 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6)

3'-(3’-Hydroxy-3"-methylbutyl)-6‘-methoxy-2’,4,4*-tri(methoxymethoxy)chalkon
(83)

Darstellung aus 3-(3’-Hydroxy-3’-methylbutyl)-6-methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-
acetophenon (81) und 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F.
Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:2.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 74%

C27H3609 (504,24 g/mol)

'"H NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,25 (s, 6H, 2x -CH3), 1,70 (dt, 2H, J = 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CHy), 2,76 (dt, 2H, J
= 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CH,), 3,43 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,44 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,52 (s,
3H, -MOM-CHj3), 3,76 (s, 3H, -OCHj3), 4,91 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,25 (s, 2H, -O-CH.-
0O-), 5,33 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 6,70 (s, 1H, -H-5), 6,91 (d, 1H, J = 16,2 Hz, -H-B), 7,08
(d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,31 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 7,62 (d, 2H, J =
8,5 Hz, -H-2 und -H-6)

3’-(3""-Hydroxy-3"-methylbutyl)-6’-methoxy-2',3,4,4 -tetra(methoxymethoxy)-
chalkon (84)

Darstellung aus 3-(3’-Hydroxy-3’-methylbutyl)-6-methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-
acetophenon (81) und 3,4-Di(methoxymethoxy)benzaldehyd (11) nach Vorschrift F.
Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:4.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 68%

C29H40011 (564,26 g/mol)

'H NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,24 (s, 6H, 2x -CH3), 1,63 (dt, 2H, J = 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CH,), 2,71 (dt, 2H, J
= 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CH,), 3,48 (s, 3H, -MOM-CHs3), 3,50 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,52 (s,
3H, -MOM-CHs), 3,53 (s, 3H, -MOM-CHz3), 4,00 (s, 3H, -OCHs), 4,91 (s, 2H, -O-CH,-
0-), 5,28 (s, 2H, -O-CH2-0-), 5,29 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 5,33 (s, 2H, -O-CH,-0O-), 6,40
(s, 1H, -H-5’), 7,20 (d, 1H, J = 8,2 Hz, -H-5), 7,36 (dd, 1H, J = 8,2 Hz, 1,9 Hz, -H-6),
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7,56 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2), 7,73 (d, 1H, J = 15,4 Hz, -H-B), 7,93 (d, 1H, J = 154
Hz, -H-a)

3'-(3"”"-Hydroxy-3""-methylbutyl)-3,6’-dimethoxy-2’,4,4’-tri(methoxymethoxy)-
chalkon (85)

Darstellung aus 3-(3’-Hydroxy-3’-methylbutyl)-2,4-di(methoxymethoxy)-6-methoxy-
acetophenon (81) und 3-Methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyd (14) nach
Vorschrift F. Reinigung durch SC mit Ethylacetat.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 63%

CasH35010 (534,25 g/mol)

'H NMR (Aceton-d):

o (ppm): 1,25 (s, 6H, 2x -CH3), 1,70 (dt, 2H, J = 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CHy), 2,76 (dt, 2H, J
= 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CHy), 3,43 (s, 3H, -MOM-CHs3), 3,45 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,52 (s,
3H, -MOM-CH3), 3,76 (s, 1H, -OCHg3), 3,89 (s, 3H, -OCHj3), 4,91 (s, 2H, -O-CH,-O-),
5,22 (s, 2H, -O-CH,-0-), 5,33 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 6,70 (s, 1H, -H-5’), 6,93 (d, 1H, J =
16,1 Hz, -H-B), 7,12 (d, 1H, J = 8,2 Hz, -H-5), 7,15 (dd, 1H, J = 8,1 Hz, 1,6 Hz, -H-6),
7,29 (d, 1H, J = 16,0 Hz, -H-a), 7,35 (d, 1H, J = 1,6 Hz, -H-2)

2",2"-Dimethylpyrano[2”,3":3",4’']-2’-hydroxy-6'-methoxy-4-(methoxymethoxy)-
chalkon (90)

Darstellung aus 2’,2’-Dimethylpyrano[2’,3’:3,4]-2-hydroxy-6-methoxyacetophenon
(89) und 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift F. Reinigung durch
SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 66%

C23H2406 (396,16 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,46 (s, 6H, 2x -CHj3), 3,49 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,91 (s, 3H, -OCHs), 5,22 (s,
2H, -O-CH2-0-), 5,46 (d, 1H, J = 10,0 Hz, -H-3”), 5,92 (s, 1H, -H-5’), 6,69 (d, 1H, J =
10,0 Hz, -H-4"), 7,06 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,55 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2
und -H-6), 7,75 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,80 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,61 (s,
1H, -OH)

- 139 -



Experimenteller Teil

2",2"-Dimethylpyrano[2”,3":3",4']-2’-hydroxy-6'-methoxy-3,4-di(methoxy-
methoxy)chalkon (91)

Darstellung aus 2’,2’-Dimethylpyrano[2’,3’:3,4]-2-hydroxy-6-methoxyacetophenon
(89) und 3,4-Di(methoxymethoxy)benzaldehyd (11) nach Vorschrift F. Reinigung
durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 34%

Cas5H2805 (456,18 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,44 (s, 6H, 2x -CH3), 3,48 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,53 (s, 3H, -MOM-CHj3),
4,02 (s, 3H, -OCHs), 5,28 (s, 2H, -O-CH»-0-), 5,30 (s, 2H, -O-CH,-O-), 5,58 (d, 1H, J
= 9,9 Hz, -H-3”), 6,04 (s, 1H, -H-5’), 6,63 (d, 1H, J = 9,9 Hz, -H-4"), 7,20 (d, 1H, J =
8,5 Hz, -H-5), 7,35 (dd, 1H, J = 8,5 Hz, 2,2 Hz, -H-6), 7,56 (d, 1H, J = 2,2 Hz, -H-2),
7,73 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,92 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,73 (s, 1H, -OH)

2",2"-Dimethylpyrano[2”,3":3",4']-2’-hydroxy-3,6’-dimethoxy-4-(methoxy-
methoxy)chalkon (92)

Darstellung aus 2’,2’-Dimethylpyrano[2’,3’:3,4]-2-hydroxy-6-methoxyacetophenon
(89) und 3-Methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyd (14) nach Vorschrift F.
Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 38%

C24H2607 (426,17 g/mol)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,44 (s, 6H , 2x -CHj3), 3,47 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,94 (s, 3H, -OCHj3), 4,02
(s, 3H, -OCH3), 5,24 (s, 2H, -O-CH»-0O-), 5,58 (d, 1H, J = 9,9 Hz, -H-3"), 6,04 (s, 1H, -
H-5), 6,63 (d, 1H, J = 9,9 Hz, -H-4"), 7,16 (d, 1H, J = 8,2 Hz, -H-5), 7,30 (dd, 1H, J =
8,2 Hz, 1,9 Hz, -H-6), 7,36 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2), 7,75 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B),
7,92 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,71 (s, 1H, -OH)

2",2"-Dimethyl-3",4"-dihydro-(2H)-pyrano[2”,3":3",4’]-2’-hydroxy-6'-methoxy-4’-
(methoxymethoxy)chalkon (97)

Darstellung aus  2’,2’-Dimethyl-3’,4’-dihydro-(2H)-pyrano[2’,3’:3,4]-2-hydroxy-6-
methoxyacetophenon (96) und 4-(Methoxymethoxy)benzaldehyd (10) nach Vorschrift
F. Reinigung durch SC mit Methylenchlorid.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 74%
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C23H2606 (398,17 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

5 (ppm): 1,36 (s, 6H, 2x -CHs), 1,81 (t, 2H, J = 6,7 Hz, 2x -H-3"), 2,63 (t, 2H, J = 6,7
Hz, 2x -H-4"), 3,49 (s, 3H, -MOM-CHj3), 3,88 (s, 3H, -OCH3), 5,22 (s, 2H, -O-CH»-0-),
5,88 (s, 1H, -H-5'), 7,06 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,55 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -
H-2 und -H-6), 7,75 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,85 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,78
(s, 1H, -OH)

2.9 Vorschrift G: Entschitzung

Es wird 1 Aquivalent des geschiitzten Chalkons in 10 ml Methanol vorgelegt und
geruhrt. Die Reaktion wird zum Sieden erhitzt und es werden langsam 2 ml 3N HCI
zugegeben. Nach 20 Minuten unter Rickfluss wird auf Eiswasser gegossen und mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser

gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.
2.9.1 Analytische Daten der entschitzten Verbindungen

2',4,4-Trihydroxy-6'-methoxy-3’-prenylchalkon (16)

Darstellung aus 6’-Methoxy-2’,4,4’-tri(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (15) und 3N
HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 64%

C21H2205 (354,15 g/mol)

Schmp.:162-163°C

UV: Amax (MeOH) 369,6 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 354 [M]" (70), 339 [M-CH3]" (10), 311 [M-C3H]" (48), 179
(100);

"H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,62 (s, 3H, -CH3-5”), 1,75 (s, 3H, -CH3-4"), 3,28 (d, 2H, J = 7,1 Hz, -CHy-
1”), 3,92 (s, 3H, -OCHs), 5,24 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH-2"), 6,13 (s, 1H, -H-5’), 6,91 (d,
2H, J = 8,5 Hz, -H-3 und -H-5), 7,60 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-2 und -H-6), 7,75 (d, 1H, J
= 15,6 Hz, -H-B), 7,89 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 9,08 (s, 1H, -OH), 14,67 (s, 1H, -
OH-2’)
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3C-NMR (Aceton-ds):

5 (ppm): 193,3 (CO), 166,4 (C-2'), 162,7 (C-4’), 161,9 (C-6’), 160,5 (C-4), 143,1 (C-
B), 131,3 (C-2 und C-6), 130,9 (C-3”), 128,1 (C-1), 125,4 (C-a), 124,0 (C-2"), 116,8
(C-3 und C-5), 108,8 (C-3’), 106,3 (C-1’), 91,6 (C-5'), 56,1 (OCHs), 25,8 (C-5"), 22,0
(C-17), 17,8 (C-4”)

2,2',4'-Trihydroxy-6'-methoxy-3’-prenylchalkon (22)

Darstellung aus 6’-Methoxy-2,2’,4’-tri(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (17) und 3N
HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Methylenchlorid/Ethylacetat 4:1.
Oranger Feststoff; Ausbeute: 40%

C21H2205 (354,15 g/mol)

Schmp.: 84-85°C

UV: Amax (MeOH) 365,0 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 354 [M]" (42), 293 (100), 179 (85); EI-HRMS (pos. mode)
m/z: 354,1459 (berechnet flr C21H2205, 354,1467)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,78 (s, 3H, -CH3-5"), 1,83 (s, 3H, -CH3-4"), 3,41 (d, 2H, J = 7,4 Hz, -CH,-
1”), 3,89 (s, 3H, -OCHs), 5,30 (t, 1H, J = 7,4 Hz, -CH-2"), 5,60 (s, 1H, -OH), 5,94 (s,
1H, -OH), 6,23 (s, 1H, -H-5’), 6,85 (m, 1H, -H-5), 6,96 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-), 6,98
(m, 1H, -H-3), 7,25 (m, 1H, -H-4), 7,55 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, 1,6 Hz, -H-6), 8,04 (d, 1H,
J =159 Hz, -H-a), 14,56 (s, 1H, -OH-2’)

3C-NMR (Aceton-dg):

o (ppm): 193,8 (CO), 166,4 (C-2’), 162,9 (C-4’), 162,0 (C-6’), 157,7 (C-2), 138,3 (C-
B), 132,2 (C-4), 131,0 (C-3”), 129,6 (C-6), 128,3 (C-a), 124,0 (C-2"), 123,5 (C-1),
120,9 (C-5), 117,1 (C-3), 108,9 (C-3’), 106,4 (C-1), 91,7 (C-5’), 56,1 (OCHs3), 25,9
(C-5”), 22,1 (C-1"), 17,9 (C-4")

2',3,4'-Trihydroxy-6’-methoxy-3’-prenylchalkon (23)

Darstellung aus 6’-Methoxy-2’,3,4’-tri(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (18) und 3N
HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Methylenchlorid/Ethylacetat 4:1.
Oranger Feststoff; Ausbeute: 55%

C21H2205 (354,15 g/mol)

Schmp.: 79-80°C

UV: Amax (MeOH) 355,0 nm
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EI-MS (pos. mode) m/z: 354 [M]" (64), 339 [M-CHs]" (12), 311 [M-C3H;]* (40), 179
(100); EI-HRMS m/z: 354,1465 (berechnet fiir C21H2,0s, 354,1467)

'H-NMR (CDCls):

5 (ppm): 1,78 (s, 3H, -CHs-5”), 1,83 (s, 3H, -CH3-4"), 3,41 (d, 2H, J = 7,4 Hz, -CH,-
1”), 3,90 (s, 3H, -OCH3), 4,99 (s, 1H, -OH), 5,29 (t, 1H, J = 7,4 Hz, -CH-2"), 5,95 (s,
1H, -OH), 6,23 (s, 1H, -H-5'), 6,86 (ddd, 1H, J = 8,0 Hz, 2,7 Hz, 1,1 Hz, -H-4), 7,07
(m, 1H, -H-2), 7,18 (m, 1H, -H-6), 7,27 (t, 1H, J = 8,0 Hz, -H-5), 7,70 (d, 1H, J = 15,6
Hz, -H-B), 7,85 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,52 (s, 1H, -OH-2")

3C-NMR (Aceton-dg):

5 (ppm): 193,3 (CO), 166,4 (C-2’), 163,2 (C-4’), 162,1 (C-6’), 158,8 (C-3), 142,6 (C-
B), 137,9 (C-1), 131,1 (C-3”), 130,9 (C-5), 128,7 (C-a), 123,9 (C-2”), 120,9 (C-6),
118,2 (C-4), 115,3 (C-2), 108,9 (C-3’), 106,3 (C-1’), 91,8 (C-5'), 56,2 (OCH3), 25,9
(C-57), 22,1 (C-1"), 17,9 (C-4")

2',3,4,4-Tetrahydroxy-6’-methoxy-3'-prenylchalkon (24)

Darstellung aus 6’-Methoxy-2’,3,4,4’-tetra(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (19)
und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:3.
Oranger Feststoff; Ausbeute: 42%

C21H2206 (370,14 g/mol)

Schmp.: 127°C

UV: Amax (MeOH) 380,0 nm

EI-MS (pos. mode) 370 [M]" (57), 355 [M-CH3]" (9), 327 (31), 179 (100); EI-HRMS
(pos. mode) m/z: 370,1416 (berechnet fur C21H2206, 370,1416)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,77 (s, 3H, -CH3-5"), 1,83 (s, 3H, -CH3-4"), 3,40 (d, 2H, J = 7,1 Hz,-CH>-
1”), 3,90 (s, 3H, -OCHs), 5,29 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH-2"), 5,72 (s, 1H, -OH), 5,94 (s,
1H, -H-5"), 6,25 (s, 1H, -OH), 6,87 (s, 1H, -OH), 7,08 (d, 1H, J = 8,2 Hz, -H-5), 7,09
(dd, 1H, J = 8,2 Hz, 1,9 Hz, -H-6), 7,15 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2), 7,68 (d, 1H, J = 15,6
Hz, -H-B), 7,76 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,65 (s, 1H, -OH-2)

3C-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 193,3 (CO), 166,4 (C-2’), 162,8 (C-4’), 161,9 (C-6’), 148,8 (C-4), 146,4 (C-
3), 143,5 (C-B), 131,0 (C-3”), 128,8 (C-1), 125,6 (C-a), 124,0 (C-2”), 123,1 (C-6),
116,5 (C-5), 115,3 (C-2), 108,9 (C-3’), 106,3 (C-1’), 91,7 (C-5’), 56,2 (OCHs3), 25,9
(C-5"), 22,1 (C-1"), 17,9 (C-4")
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2',3,4',5-Tetrahydroxy-6’-methoxy-3’-prenylchalkon (25)

Darstellung aus 2’-Hydroxy-6"-methoxy-3,4’,5-tri(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon
(20) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat
1:2.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 71%

C21H2206 (370,14 g/mol)

Schmp.: 141-142°C

UV: Amax (MeOH) 355,0 nm

EI-MS (pos. mode) 370 [M]" (73), 355 [M-CH3]" (11), 327 [M-C3H]" (22), 179 (100);
EI-HRMS (pos. mode) m/z: 370,1416 (berechnet fur C21H2206, 370,1416)

'H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,78 (s, 3H, -CH3-5”), 1,83 (s, 3H, -CH3-4"), 3,40 (d, 2H, J = 7,4 Hz, -CHy-
1”), 3,90 (s, 3H, -OCHs), 5,05 (s, 1H, -OH), 5,29 (t, 1H, J = 7,4 Hz, -CH-2"), 5,94 (s,
1H, -OH), 6,24 (s, 1H, -H-5"), 6,39 (t, 1H, J = 2,1 Hz, -H-4), 6,65 (d, 2H, J = 2,1 Hz, -
H-2 and -H-6), 7,60 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,80 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,50
(s, 1H, -OH-2’)

3C-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 193,3 (CO), 166,4 (C-2’), 163,1 (C-4’), 162,0 (C-6’), 159,9 (C-3 und C-5),
142,9 (C-B), 138,5 (C-1), 131,1 (C-3”), 128,6 (C-a), 123,9 (C-2”), 109,0 (C-3’), 107,6
(C-2 und C-6), 106,3 (C-1’), 105,6 (C-4), 91,8 (C-5'), 56,2 (OCHj3), 25,9 (C-57), 22,1
(C-1"), 17,9 (C-4")

2’,3,4,4' 5-Pentahydroxy-6'-methoxy-3’-prenylchalkon (26)

Darstellung aus 2’-Hydroxy-6’-methoxy-3,4,4’,5-tetra(methoxymethoxy)-3’-prenyl-
chalkon (21) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 1:3.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 69%

C21H2207 (386,14 g/mol)

Schmp.: 64-66°C

UV: Amax (MeOH) 385,0 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 386 [M]" (32), 371 [M-CH3]" (4), 343 [M-C3H7]" (8), 179
(100), 153 (68); EI-HRMS (pos. mode) m/z: 386,1360 (berechnet fir Cy1H2207
386,1366)

'H-NMR (DMSO-ds):
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5 (ppm): 1,61 (s, 3H, -CH3-5"), 1,70 (s, 3H, -CH3-4"), 3,14 (d, 2H, J = 7,0 Hz, -CH,-
1”), 3,88 (s, 3H, -OCHs), 5,13 (t, 1H, J = 7,0 Hz, -CH-2"), 6,08 (s, 1H, -H-5'), 6,65 (s,
2H, -H-2 und -H-6), 7,49 (d, 1H, J = 15,4 Hz, -H-B), 7,66 (d, 1H, J = 15,4 Hz, -H-0),
14,70 (s, 1H, -OH-2))

3C-NMR (Aceton-dg):

5 (ppm): 193,2 (CO), 166,4 (C-2’), 162,8 (C-4’), 161,9 (C-6), 146,8 (C-3 und C-5),
143,9 (C-B), 136,7 (C-4), 130,9 (C-3”), 127,8 (C-1), 125,7 (C-a), 124,0 (C-2”), 108,9
(C-3’), 108,8 (C-2 und C-6), 106,3 (C-1’), 91,7 (C-5°), 56,2 (OCHs3), 25,9 (C-5”), 22,1
(C-17), 17,9 (C-4”)

2',4’-Dihydroxy-3,4,6'-trimethoxy-3’-prenylchalkon (29)

Darstellung aus 3,4,6'-Trimethoxy-2°,4‘-di(methoxymethoxy)-3 -prenylchalkon (27)
und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.
Oranger Feststoff; Ausbeute: 78%

Ca3H2606 (398,17 g/mol)

Schmp.: 154-155°C

UV: Amax (MeOH) 375,1 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 398 [M]" (80), 355 [M-C3H/]" (53), 179 (100); EI-HRMS (pos.
mode) m/z: 398,1726 (berechnet flr Cy3H2606, 398,1729)

'"H-NMR (DMSO-d):

o (ppm): 1,61 (s, 3H, -CH3-5"), 1,70 (s, 3H, -CH3-4"), 3,14 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH3-
1”), 3,81 (s, 3H, -OCHs3), 3,83 (s, 3H, -OCHs), 3,87 (s, 3H, -OCHj3), 5,14 (t, 1H, J =
6,6 Hz, -CH-2"), 6,09 (s, 1H, -H-5"), 7,03 (d, 1H, J = 8,5 Hz, -H-5), 7,26 (dd, 1H, J =
8,5 Hz, 1,6 Hz, -H-6), 7,32 (d, 1H, J = 1,6 Hz, -H-2), 7,68 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B),
7,83 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,57 (s, 1H, -OH-2’)

3C-NMR (CDCls):

o (ppm): 193,2 (CO), 166,4 (C-2’), 162,9 (C-4’), 162,0 (C-6’), 152,6 (C-4), 150,6 (C-
3), 143,1 (C-B), 131,0 (C-3”), 129,4 (C-1), 126,4 (C-a), 124,0 (C-2”), 123,6 (C-6),
112,6 (C-5), 111,6 (C-2), 108,9 (C-3’), 106,3 (C-1"), 91,7 (C-5), 56,2 (3 x OCHs-
3,4,6'), 25,9 (C-5"), 22,1 (C-1"), 17,9 (C-4")

2',4,4-Trihydroxy-3,6'-dimethoxy-3’-prenylchalkon (30)
Darstellung aus 3,6’-Di(methoxy)-2’,4,4’-trilmethoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (28)
und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:2.

- 145 -



Experimenteller Teil

Gelbes Ol; Ausbeute: 55%

C22H2406 (384,16 g/mol)

Schmp.: 160-162°C

UV: Amax (MeOH) 375,0 nm

EI-MS (pos. mode) 384 [M]* (100), 369 [M-CHs]" (13), 341 (56), 179 (70); EI-HRMS
(pos. mode) m/z: 384,1570 (berechnet fur C2H2406, 384,1573)

'"H-NMR (CDCl5):

o (ppm): 1,64 (s, 3H, -CH3-5"), 1,76 (s, 3H, -CH3-4"), 3,29 (d, 2H, J = 7,1 Hz,-CH,-
1”), 3,93 (s, 3H, -OCH3), 3,94 (s, 3H, -OCHs), 5,25 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH-2"), 6,14
(s, 1H, -H-5’), 6,90 (d, 1H, J = 8,2 Hz, -H-5), 7,25 (dd, 1H, J = 8,2 Hz, 1,9 Hz, -H-6),
7,32 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2), 7,73 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -H-B), 7,89 (d, 1H, J = 15,9
Hz, -H-a), 14,68 (s, 1H, -OH)

3C-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 193,3 (CO), 166,4 (C-2’), 162,8 (C-4’), 161,9 (C-6’), 150,1 (C-4), 148,7 (C-
3), 143,4 (C-B), 131,0 (C-3”), 128,6 (C-1), 125,8 (C-a), 124,0 (C-2”), 123,7 (C-6),
116,3 (C-5), 112,1 (C-2), 108,9 (C-3’), 106,3 (C-1’), 91,7 (C-5’), 56,3 (OCHs3), 56,2
(OCH3), 25,9 (C-57), 22,1 (C-17), 17,9 (C-4")

2',4,4-Trihydroxy-6’-methoxychalkon (33)

Darstellung aus 6’-Methoxy-2’,4,4’-triimethoxymethoxy)chalkon (31) und 3N HCI
nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 76%

C16H1405 (286,28 g/mol)

Schmp.: 253-254°C

UV: Amax (MeOH) 365,0 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 286 [M]" (89), 285 [M-H]" (80), 167 (100);

'"H-NMR (DMSO-dg):

o (ppm): 3,87 (s, 3H, -OCHs), 5,91 (d, 1H, J=2,2 Hz , -H-3"), 6,01 (d, 1H, J = 2,2 Hz,
-H-5’), 6,84 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,57 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-
6), 7,62 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,69 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 13,96 (s, 1H, -OH-
2')

3C-NMR (Aceton-dg):
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S (ppm): 193,2 (CO), 169,1 (C-2'), 165,7 (C-4’), 164,3 (C-6'), 160,7 (C-4), 143,4 (C-
B), 131,3 (C-2 und C-6), 128,1 (C-1), 125,2 (C-at), 116,8 (C-3 und C-5), 106,4 (C-1"),
97,0 (C-3'), 92,2 (C-5'), 56,4 (OCH3)

2',3,4,4 -Tetrahydroxy-6’-methoxychalkon (34)

Darstellung aus 6’-Methoxy-2’,3,4,4’-tetra(methoxymethoxy)chalkon (32) und 3N HCI
nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:2.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 71%

C16H1406 (302,08 g/mol)

Schmp.: 230°C

UV: Amax (MeOH) 380,0 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 302 [M]* (72), 301 [M-H]* (40), 167 (100); EI-HRMS m/z:
302,0783 (berechnet fur C16H1406, 302,0790)

'"H-NMR (DMSO-dg):

o (ppm): 3,88 (s, 3H, -OCHs), 5,91 (d, 1H, J = 2,2 Hz, -H-3’), 6,01 (d, 1H, J = 2,2 Hz, -
H-5’), 6,79 (d, 1H, J = 8,8 Hz, -H-5), 7,02 (dd, 1H, J = 8,8 Hz, 2,2 Hz, -H-6), 7,11 (d,
1H, J = 2,2 Hz, -H-2), 7,54 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,62 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-qa),
9,28 (s, 1H, -OH), 9,64 (s, 1H, -OH), 10,61 (s, 1H, -OH), 14,03 (s, 1H, -OH-2’)
3C-NMR (Aceton-dg):

o (ppm): 193,1 (CO), 169,1 (C-2’), 165,7 (C-4’), 164,3 (C-6’), 148,9 (C-4), 146,4 (C-
3), 143,8 (C-B), 128,7 (C-1), 125,3 (C-a), 123,1 (C-6), 116,5 (C-5), 115,3 (C-2), 106,4
(C-1’), 97,0 (C-3), 92,2 (C-5’), 56,4 (OCH3)

2',4-Dihydroxy-4’,6’-dimethoxychalkon (39)

Darstellung aus 2’-Hydroxy-4’,6’-dimethoxy-4(methoxymethoxy)chalkon (37) und 3N
HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 72%

C47H1605 (300,10 g/mol)

UV: Amax (MeOH) 365 nm

EIMS (pos. mode) m/z 300 [M]* (100), 207 (42), 181 (64); HR-EIMS m/z 300,0998
(berechnet fur C47H1605 300,0998)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 3,87 (s, 3H, -OCHs), 4,01 (s, 3H, -OCHj3), 6,09 (d, 1H, J = 2,5 Hz, -H-3’),
6,12 (d, 1H, J = 2,5 Hz, -H-5’), 6,92 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,63 (d, 2H, J

- 147 -



Experimenteller Teil

= 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,76 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,89 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -
H-a), 8,93 (s, 1H, -OH-4), 14,38 (s, 1H, -OH-2)

3C-NMR (Aceton-dg):

5 (ppm): 193,4 (CO), 169,2 (C-2'), 167,3 (C-4’), 163,7 (C-6’), 160,7 (C-4), 143,8 (C-
B), 131,4 (C-2 und C-6), 128,0 (C-1), 125,0 (C-a), 116,8 (C-3 und C-5), 106,8 (C-1’),
94,7 (C-3), 91,8 (C-5'), 56,5 (OCH3-6), 56,1 (OCH3-4")

2',4-Dihydroxy-4',6’-dimethoxy-3'-methylchalkon (40)

Darstellung aus 2’-Hydroxy-4’,6’-di(methoxy)-3’-methylychalkon (38) und 3N HCI
nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 73%

C1sH1805 (314,12 g/mol)

Schmp.: 173-177°C

UV: Amax (MeOH)(log €) 365 nm (4,48)

EIMS (pos. mode) m/z 314 [M]* (100), 221 (21), 194 (41); HR-EIMS m/z 314,1152
(berechnet fir C1gH1s05 314,1154)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,97 (s, 3H, -CHs), 3,96 (s, 3H, -OCHs-4’), 4,05 (s, 3H, -OCH3-6’), 6,31 (s,
1H, -H-5’), 6,92 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -H-5), 7,62 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -
H-6), 7,76 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,90 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 8,99 (s, 1H, -
OH-4), 14,33 (s, 1H, -OH)

3C-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 193,7 (CO), 165,0 (C-2’), 164,6 (C-4’), 162,3 (C-6’), 160,7 (C-4), 143,4 (C-
B), 131,3 (C-2 und C-6), 128,0 (C-1), 125,4 (C-a), 116,8 (C-3 und C-5), 106,7 (C-1’),
105,8 (C-3’), 87,8 (C-5’), 56,4 (OCH3-6), 56,1 (OCH3-4"), 7,5 (CH3)

2,4,-Dihydroxy-6’-methoxy-3’-prenylacetophenon (48)

Darstellung aus 6-Methoxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (6) und 3N
HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.

Weiller Feststoff; Ausbeute: 79%

C14H1804 (250,12 g/mol)

'H-NMR (CDCls):
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S (ppm): 1,77 (s, 3H, -CH3-5”), 1,82 (s, 3H, -CHgz-4"), 2,61 (s, 3H, -CO-CHa), 3,37 (d,
2H, J = 7,1 Hz, -CH>-1"), 3,84 (s, 3H, -OCH3), 5,26 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH-2"), 5,90
(s, 1H, -OH), 6,15 (s, 1H, -H-5), 14,39 (s, 1H, -OH)

2,4,6-Trihydroxy-3-prenylacetophenon (50)

Darstellung aus 6-Hydroxy-2,4-di(methoxymethoxy)-3-prenylacetophenon (3) und 3
N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.
Hellgelber Feststoff; Ausbeute: 69%

C13H1604 (236,10 g/mol)

"H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,62 (s, 3H, -Prenyl-CH3), 1,73 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 2,60 (s, 3H, -CO-CH3),
3,23 (d, 2H, J = 7,1 Hz, -CH2-), 5,21 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH=), 6,06 (s, 1H, -H-5), 9,06
(s, 1H, -OH), 9,45 (s, 1H, -OH), 13,96 (s, 1H, -OH)

2',4,4',6'-Tetrahydroxy-3'-prenylchalkon (58)

Darstellung aus 6’-Hydroxy-2',4,4’-trilmethoxymethoxy)-3-prenylchalkon (53) und 3N
HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 43%

Ca20H2005 (340,13 g/mol)

Schmp.: 176-177°C

UV: Amax (MeOH) 365,0 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 340 [M]* (70), 325 [M-CH3]" (13), 297 [M-C3H,]" (20), 165
(100);

"H-NMR (DMSO-dg):

o (ppm): 1,60 (s, 3H, -CH3-5"), 1,69 (s, 3H, -CH3-4"), 3,09 (d, 2H, J = 6,6 Hz, -CH,-
1”), 5,13 (t, 1H, J = 6,6 Hz, -CH-2"), 6,02 (s, 1H, -H-5’), 6,83 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3
und -H-5), 7,52 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,65 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B),
7,99 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 10,05 (s, 1H, -OH), 10,34 (s, 1H, -OH), 10,64 (s, 1H, -
OH), 14,54 (s, 1H, -OH-2)

3C-NMR (Aceton-ds)

o (ppm): 193,4 (CO), 165,9 (C-2’), 162,8 (C-4’), 160,5 (C-6’), 160,2 (C-4), 143,0 (C-
B), 131,2 (C-2 und C-6), 130,8 (C-3"”), 128,2 (C-1), 125,6 (C-a), 124,3 (C-2"), 116,8
(C-3 und C-5), 108,1 (C-3’), 105,7 (C-1°), 95,3 (C-5’), 25,9 (C-5"), 22,1 (C-17), 17,9
(C-47)
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2',4,6'-Trihydroxy-4’-methoxy-3’-prenylchalkon (59)

Darstellung aus 6’-Hydroxy-4’-methoxy-2’,4-di(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon
(54) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat
1:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 54%

C21H2205 (354,15 g/mol)

Schmp.: 95-97°C

UV: Amax (MeOH) 365,0 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 354 [M]" (60), 339 [M-CH3]" (21), 311 [M-C3H7]" (21), 179
(100);

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,62 (s, 3H, -CH3-5"), 1,74 (s, 3H, -CH3-4"), 3,24 (d, 2H, J = 7,1 Hz, -CHy-
1”), 3,84 (s, 3H, -OCHs), 5,18 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH-2"), 6,17 (s, 1H, -H-5’), 6,92 (d,
2H, J = 8,5 Hz, -H-3 und -H-5), 7,58 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-2 und -H-6), 7,78 (d, 1H, J
= 15,6 Hz, -H-B), 8,12 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 8,91 (s, 1H, -OH), 9,84 (s, 1H, -OH),
14,05 (s, 1H, -OH-2’)

3C-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 193,8 (CO), 164,3 (C-4’ und C-2’), 160,8 (C-6’), 160,6 (C-4), 143,4 (C-B),
131,2 (C-2 und C-6), 130,8 (C-3”), 128,1 (C-1), 125,4 (C-a), 124,1 (C-2”), 116,8 (C-3
und C-5), 109,0 (C-3’), 106,1 (C-1), 91,5 (C-5’), 55,9 (OCHs), 25,9 (C-57), 21,9 (C-
1”), 17,8 (C-4")

4,6’-Dihydroxy-2’,4’-dimethoxy-3’-prenylchalkon (60)

Darstellung aus 6’-Hydroxy-2’,4’-dimethoxy-4(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon
(55) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat
2:1.

Oranges Ol; Ausbeute: 67%

C2oH2405 (368,16 g/mol)

UV: Amax (MeOH) 375,1 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 368 [M]* (91), 353 [M-CH3]" (21), 248 (61), 233 (100); El-
HRMS (pos. mode) m/z: 368,1621 (berechnet flr CooH2405, 368,1624)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,66 (s, 3H, -CH3-5"), 1,78 (s, 3H, -CH3-4"), 3,30 (d, 2H, J = 6,9 Hz, -CHy-
1”), 3,71 (s, 3H, -OCHs), 3,91 (s, 3H, -OCHs), 5,17 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-2"), 6,34
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(s, 1H, -H-5'), 6,95 (d, 2H, J = 8,7 Hz, -H-3 und -H-5), 7,64 (d, 2H, J = 8,7 Hz, -H-2
und -H-6), 7,84 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,89 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 8,98 (s,
1H, -OH-4), 13,63 (s, 1H, -OH-6")

3C-NMR (Aceton-ds):

5 (ppm): 193,5 (CO), 166,3 (C-2’), 165,3 (C-4’), 161,2 (C-6’), 161,0 (C-4), 144,8 (C-
B), 131,5 (C-2 und C-6), 131,5 (C-3"), 127,8 (C-1), 124,2 (C-a), 123,7 (C-2”), 117,0
(C-3 und C-5), 116,4 (C-3’), 109,6 (C-1’), 96,9 (C-5'), 63,5 (OCH3-2'), 56,5 (OCH3-4"),
25,9 (C-5”), 23,0 (C-17), 17,9 (C-4")

2’,4-Dihydroxy-4',6’-dimethoxy-3’-prenylchalkon (61)

Darstellung aus 2’-Hydroxy-4’,6’-dimethoxy-4-(methoxymethoxy)-3’-prenylchalkon
(56) und 3N HCI nach Vorschrift F. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat
1:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 66%

C22H2405 (368,16 g/mol)

Schmp.: 145°C

UV: Amax (MeOH) 369,9 nm

EI-MS (pos. mode) m/z: 368 [M]* (73), 353 [M-CH3]" (20), 325 [M-C3H,]" (65), 193
(100);

'"H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,62 (s, 3H, -CH3-5"), 1,75 (s, 3H, -CH3-4"), 3,26 (d, 2H, J = 7,1 Hz, -CH,-
1”), 3,96 (s, 3H, -OCHs), 4,04 (s, 3H, -OCHs), 5,18 (t, 1H, J = 7,1 Hz, -CH-2"), 6,30
(s, 1H, -H-5), 6,92 (d, 2H, J = 8,7 Hz, -H-3 und -H-5), 7,61 (d, 2H, J = 8,7 Hz, -H-2
und -H-6), 7,75 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,88 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 9,11 (s,
1H, -OH-4), 14,33 (s, 1H, OH-2")

3C-NMR (Aceton-dg):

o (ppm): 193,8 (CO), 164,8 (C-4’), 164,4 (C-2’), 162,5 (C-6’), 160,8 (C-4), 143,5 (C-
B), 131,3 (C-2 und C-6), 131,0 (C-3"”), 128,0 (C-1), 125,4 (C-a), 123,9 (C-2"), 116,9
(C-3 und C-5), 110,0 (C-3’), 106,9 (C-1"), 88,0 (C-5’), 56,5 (OCH3-6’), 56,2 (OCH3-4"),
25,9 (C-5”), 22,0 (C-1"), 17,9 (C-4")

4,4 ,6’-Trihydroxy-2'-methoxy-3’-prenylchalkon (62)
Darstellung aus 2’-Methoxy-4,4’,6’-triimethoxymethoxy)-3’-prenylchalkon (57) und 3N
HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.
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Oranger Feststoff; Ausbeute: 41%

C21H2205 (354,15 g/mol)

Schmp.: 57-60°C

UV: Amax (MeOH)(log €) 370 nm (4,50)

EIMS (pos. mode) m/z 354 [M]* (100), 339 [M-CH3]" (20), 235 (31), 234 (38), 219
(60), 179 (100); HR-EIMS m/z 354,1463 (berechnet fir C21H2205 354,1467)

"H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,67 (s, 3H, -CH3-5"), 1,79 (s, 3H, -CHs-4"), 3,33 (d, 2H, J = 6,9 Hz, -CH,-
1”), 3,72 (s, 3H, -OCHs-2’), 5,24 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-2"), 6,25 (s, 1H, -H-5’), 6,95
(d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-3 und -H-5), 7,64 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-2 und -H-6), 7,82 (d,
1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,89 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 8,99 (s, 1H, -OH), 9,47 (s, 1H,
-OH), 13,50 (s, 1H, -OH-6)

3C-NMR (Aceton-dg):

o (ppm): 193,3 (CO), 165,6 (C-6’), 163,8 (C-4’), 162,3 (C-2’), 160,8 (C-4), 144,4 (C-
B), 131,3 (C-2 und C-6), 131,3 (C-3”), 127,9 (C-1), 124,3 (C-a), 123,9 (C-2”), 116,9
(C-3 und C-5), 115,5 (C-3’), 109,4 (C-1’), 100,2 (C-5’), 63,4 (OCHs-2’), 25,8 (C-5"),
23,0 (C-17), 18,0 (C-47)

3’-Geranyl-2',4,4’',6’'-tetrahydroxychalkon (68)

Darstellung aus 3’-Geranyl-6’-hydroxy-2’,4,4’-triimethoxymethoxy)chalkon (66) und
3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:2.
Gelb-oranger Feststoff; Ausbeute: 25%

C25H2505 (408,19 g/mol)

Schmp.: 74-79°C

UV: Amax (MeOH) 365 nm

EIMS (pos. mode) m/z 408 [M]" (40), 365 [M-CsH7]" (2), 323 (100), 285 (81), 203
(563), 165 (60); HR-EIMS m/z 408,1931 (berechnet fiir C25H205 408,1937)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,61 (s, 3H, -CH3-10"), 1,64 (s, 3H, -CH3-9”), 1,77 (s, 3H, -CH3-4"), 2,05 (m,
4H, -CH,-5” und -CH»-6"), 3,29 (d, 2H, J = 6,9 Hz, -CH»-1"), 5,08 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -
CH-7), 5,27 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-2"), 6,10 (s, 1H, -H-5), 6,91 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -
H-3 und -H-5), 7,57 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-2 und -H-6), 7,76 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-
B), 8,13 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 8,88 (s, 1H, -OH), 9,08 (s, 1H, -OH), 9,59 (s, 1H, -
OH), 14,65 (s, 1H, -OH-2)

- 152 -



Experimenteller Teil

3C-NMR (Aceton-ds):

5 (ppm): 193,4 (CO), 165,9 (C-2'), 162,8 (C-4’), 160,5 (C-6’), 160,2 (C-4), 143,0 (C-
B), 134,7 (C-3”), 131,6 (C-8”), 131,2 (C-2 und C-6), 128,3 (C-1), 125,6 (C-a), 124,1
(C-7"), 123,9 (C-2”), 116,8 (C-3 und C-5), 106,9 (C-3’), 105,7 (C-1’), 95,3 (C-5'), 40,9
(C-57), 29,1 (C-6"), 25,4 (C-10"), 22,8 (C-17), 20,8 (C-9”), 16,1 (C-4")

3'-Geranyl-2’,4,4’-trihydroxy-6’-methoxychalkon (69)

Darstellung aus 3’-Geranyl-6’-methoxy-2’,4,4'-tri(methoxymethoxy)chalkon (67) und
3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.
Dunkelgelber Feststoff; Ausbeute: 53%

Ca6H3005 (422,21 g/mol)

Schmp.: 107-112°C

UV: Amax (MeOH) (log €) 370 nm (4,51)

EIMS (pos. mode) m/z 422 [M]" (78), 407 [M-CH3]" (6), 379 [M-C3H/]" (8), 353 [M-
CsHo]™ (49), 299 (75), 233 (87), 179 (100); HR-EIMS m/z 422,2093 (berechnet fir
Ca6H3005 422,2093)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,61 (s, 3H, -CH3-10"), 1,64 (s, 3H, -CH3-97), 1,78 (s, 3H, -CH3-4"), 1,98 (m,
4H, -CH2-5” und-CH2-6"), 3,31 (d, 2H, J = 6,9 Hz, -CH»-1"), 3,93 (s, 3H, -OCH3-6"),
5,08 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-7"), 5,27 (t, 1H, J = 6,9 Hz, -CH-2"), 6,14 (s, 1H, -H-5"),
6,91 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-3 und -H-5), 7,61 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-2 und -H-6), 7,75
(d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,89 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 9,04 (s, 1H, -OH), 14,65
(s, 1H, -OH-2’)

3C-NMR (Aceton-dg):

o (ppm): 193,3 (CO), 166,5 (C-2’), 162,8 (C-4”), 161,9 (C-6’), 160,6 (C-4), 143,2 (C-
B), 134,8 (C-3”), 131,6 (C-8”), 131,3 (C-2 und C-6), 128,2 (C-1), 125,5 (C-a), 125,2
(C-7”), 123,9 (C-2”), 116,8 (C-3 und C-5), 108,9 (C-3), 106,3 (C-1’), 91,6 (C-5’), 56,2
(OCHs-6"), 40,6 (C-47), 27,5 (C-67), 25,8 (C-10"), 21,8 (C-1"), 17,7 (C-9”), 16,3 (C-
4)

6-Hydroxy-4-(methoxymethoxy)-2-prenyloxyacetophenon (71)

Es werden 2 mmol 4,6-Di(methoxymethoxy)-2-prenyloxyacetophenon in 13 ml
Aceton vorgelegt und auf 0°C abgekihlt. Dann weden wenige Tropfen 3 N HCI
zugegeben (pH = 2). Die Reaktionsmischung wird 4 Stunden im Eisbad geruhrt. Das
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Aceton wird abrotiert und der Rickstand in Ethylacetat/\Wasser geldst. Die wassrige
Phase wird mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Reinigung
durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 4:1.

Weil3er Feststoff; Ausbeute: 96%

C15H2005 (280,32 g/mol)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,75 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 1,80 (s, 3H, -Prenyl-CHs), 2,62 (s, 3H, -CO-CHs3),
3,48 (s, 3H, -MOM-CHj3), 4,55 (d, 2H, J = 6,8 Hz, -CH>-), 5,18 (s, 2H, -O-CH>-0O-),
5,49 (t, 1H, J = 6,8 Hz, -CH=), 6,03 (d, 1H, J = 2,4 Hz, -H-3), 6,20 (d, 1H, J = 2,4 Hz,
-H-5), 13,85 (s, 1H, -OH)

2',4,4-Trihydroxy-6’-methoxy-3'5’-diprenylchalkon (77)

Darstellung aus 6’-Methoxy-2',4,4’-tri(methoxymethoxy)-3'5’-diprenylchalkon (80) und
3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.
Oranger Feststoff; Ausbeute: 64%

C26H3005 (422,21 g/mol)

Schmp.: 62-68°C

UV: Amax (MeOH) 370 nm

EIMS (pos. mode) m/z 422 [M]* (100), 407 [M-CHs]" (39), 379 [M-C3H/]" (22), 351
(35), 287 (45), 247 (49), 231 (77); HR-EIMS m/z 422,2091 (berechnet fir C2sH3005
422,2093)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,65 (s, 3H, -CH3-5"), 1,68 (s, 3H, -CH3-5""), 1,77 (s, 3H, -CH3-4"), 1,79 (s,
3H, -CH3-4""), 3,39 (d, 2H, J = 5,8 Hz, -CH2-1"), 3,41 (d, 2H, J = 5,8 Hz, -CH>-1""),
3,69 (s, 3H, -OCH3-6’), 5,19 (t, 1H, J = 5,6 Hz, -CH-2"), 5,20 (t, 1H, J = 5,6 Hz, -CH-
2, 6,95 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-3 und -H-5), 7,63 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-2 und -H-6),
7,83 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,90 (d, 1H, J = 15,6Hz, -H-a), 8,03 (s, 1H, -OH),
8,97 (s, 1H, -OH), 13,89 (s, 1H, -OH-2’)

3C-NMR (Aceton-dg):

o (ppm): 193,8 (CO), 163,2 (C-2’ und C-4’), 160,9 (C-4), 159,9 (C-6’), 144,4 (C-B),
132,3 und 131,4 (C-3” und C-3), 131,4 (C-2 und C-6), 127,9 (C-1), 124,4 (C-u),
124,1 und 123,3 (C-2” und C-2""), 116,9 (C-3 und C-5), 115,0 (C-5’), 112,4 (C-3),
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109,4 (C-1’), 63,5 (OCH3-6'), 25,9 (C-5” und C-5""), 23,3 und 23,2 (C-1” und C-1""),
18,1 (C-4” und C-4"")

2,4’ ,4-Trihydroxy-3'(3"’-hydroxy-3"-methylbutyl)-6’-methoxychalkon (86)
Darstellung aus 3'-(3”-Hydroxy-3"-methylbutyl)-6‘-methoxy-2’,4,4*-tri(methoxy-
methoxy)chalkon (83) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 1:2.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 65%

C21H2406 (372,16 g/mol)

Schmp.: 212-214°C

UV: Amax (MeOH) 370 nm

EIMS (pos. mode) m/z 372 [M]" (49), 354 [M-H,O]" (13), 339 [M-H,O-CH3]" (12), 179
(100); HR-EIMS m/z 372,1569 (berechnet fiir C21H240¢ 372,1573)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,24 (s, 6H, 2x -CH3), 1,68 (dt, 2H, J = 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CH;), 2,69 (dt, 2H, J
= 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CH,), 3,93 (s, 3H, -OCHg), 6,11 (s, 1H, -H-5"), 6,92 (d, 2H, J = 8,5
Hz, -H-3 und -H-5), 7,61 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-2 und -H-6), 7,75 (d, 1H, J = 15,6 Hz,
-H-B), 7,90 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,72 (s, 1H, -OH)

3C-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 193,3 (CO), 166,4 (C-2’), 163,2 (C-4’), 161,9 (C-6’), 160,6 (C-4), 143,1 (C-
B), 131,3 (C-2 und C-6), 128,2 (C-1), 125,5 (C-a), 116,8 (C-3 und C-5), 110,1 (C-3’),
106,2 (C-1"), 92,0 (C-5), 70,8 (C-3”), 56,1 (OCH3-6’), 43,2 (C-2"), 29,7 (C-1" und C-
57), 17,9 (C-4")

2',3,4,4 -Tetrahydroxy-3'(3’-hydroxy-3"’-methylbutyl)-6’-methoxychalkon (87)
Darstellung aus 3'-(3”-Hydroxy-3"-methylbutyl)-6‘-methoxy-2’,3,4,4’-tetra(methoxy-
methoxy)chalkon (84) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 1:4.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 56%

C21H2407 (388,15 g/mol)

Schmp.: 160-163°C

UV: Amax (MeOH) 380 nm

EIMS (pos. mode) m/z 388 [M]* (49), 370 [M-H,0]" (13), 355 [M-H,O-CH3]* (12), 179
(100);
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'"H-NMR (Aceton-ds):

5 (ppm): 1,25 (s, 6H, 2x -CHs), 1,68 (dt, 2H, J = 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CH,), 2,69 (dt, 2H, J
= 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CH>), 3,93 (s, 3H, -OCH3), 6,11 (s, 1H, -H-5'), 6,89 (d, 1H, J = 8,1
Hz, -H-5), 7,10 (dd, 2H, J = 8,2 Hz, 1,9 Hz, -H-6), 7,24 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2), 7,68
(d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,85 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,74 (s, 1H, -OH)
3C-NMR (Aceton-ds):

5 (ppm): 193,3 (CO), 166,4 (C-2’), 163,2 (C-4’), 161,9 (C-6’), 148,8 (C-4), 146,4 (C-
3), 143,5 (C-B), 128,8 (C-1), 125,6 (C-6), 123,1 (C-a), 116,5 (C-5), 115,3 (C-2), 110,1
(C-3"), 106,2 (C-1’), 92,0 (C-5’), 70,9 (C-3”), 56,2 (OCH3-6"), 43,2 (C-2"), 29,6 (C-1”
und C-5”), 17,9 (C-4”)

2',4,4-Tri(hydroxy)-3'(3"’-hydroxy-3"-methylbutyl)-3,6’-dimethoxychalkon (88)
Darstellung aus 3'-(3”-Hydroxy-3”-methylbutyl)-3,6’-dimethoxy-2’,4,4’-tri(methoxy-
methoxy)chalkon (85) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 1:4.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 51%

CaoH2607 (402,17 g/mol)

Schmp.: 177-179°C

UV: Amax (MeOH) 380 nm

EIMS (pos. mode) m/z 402 [M]* (47), 384 [M-H,0]" (26), 369 [M-H,O-CH3]" (9), 179
(100); HR-EIMS m/z 402,1676 (berechnet flir Co,H2607 402,1679)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,24 (s, 6H, 2x -CH3), 1,68 (dt, 2H, J = 4,4 Hz, 7,8 Hz, -CHy), 2,69 (dt, 2H, J
=4,4 Hz, 7,8 Hz, -CHy), 3,94 (s, 3H, -OCH3), 3,95 (s, 3H, -OCH3), 6,11 (s, 1H, -H-5"),
6,90 (d, 1H, J = 8,2 Hz, -H-5), 7,24 (dd, 2H, J = 8,1 Hz, 1,9 Hz, -H-6), 7,32 (d, 1H, J =
1,9 Hz, -H-2), 7,73 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,90 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,72
(s, 1H, -OH)

3C-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 193,3 (CO), 166,4 (C-2°), 163,2 (C-4'), 161,9 (C-6°), 150,1 (C-4), 148,7 (C-
3), 143,4 (C-B), 128,6 (C-1), 125,8 (C-6), 123,7 (C-a), 116,3 (C-5), 112,0 (C-2), 110,1
(C-3%), 106,3 (C-19), 92,0 (C-59), 70,8 (C-3), 56,3 (OCHj3), 56,1 (OCHs), 43,2 (C-2%),
29,6 (C-1* und C-5%), 17,9 (C-4")
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2",2"-Dimethylpyrano[2”,3":3",4’]-2’,4-dihydroxy-6’-methoxychalkon (93)
Darstellung aus 2”,2”-Dimethylpyrano[2”,3":3’,4']-2’-hydroxy-6"-methoxy-4-(methoxy-
methoxy)chalkon (90) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit
Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 87%

C21H2005 (352,13 g/mol)

Schmp.: 90-98°C

UV: Amax (MeOH) 370 nm

EIMS (pos. mode) m/z 352 [M]" (34), 337 [M-CH3]" (37), 217 (100); HR-EIMS m/z
352,1312 (berechnet fur Cy1H2005 352,1311)

'"H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,44 (s, 6H, 2x -CHj3), 4,01 (s, 3H, -OCH3), 5,57 (d, 1H, J = 10,2 Hz, -H-3’),
6,04 (s, 1H, -H-8"), 6,63 (d, 1H, J = 10,2 Hz, -H-4’), 6,93 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-3 und -
H-5), 7,63 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,77 (d, 2H, J = 15,4 Hz, -H-B), 7,89 (d,
1H, J = 15,4 Hz, -H-a. ), 14,82 (s, 1H, -OH)

3C-NMR (Aceton-dg):

o (ppm): 193,5 (CO), 163,8 (C-2’), 163,3 (C-4’), 161,2 (C-6"), 160,8 (C-4), 143,9 (C-
B), 131,4 (C-2 und C-6), 128,0 (C-1), 126,4 (C-5"), 125,0 (C-a), 116,9 (C-3 und C-5),
116,6 (C-4"), 106,6 (C-1), 103,5 (C-3°), 92,5 (C-5), 78,9 (C-6"), 56,6 (OCHs), 28,6
(C-6"-CHs)

2",2"-Dimethylpyrano[2”,3":3",4’]-2’,3,4-trihydroxy-6"-methoxychalkon (94)
Darstellung aus 2”,2”-Dimethylpyrano[2”,3":3’,4’]-2’-hydroxy-6’-methoxy-3,4-
di(methoxymethoxy)chalkon (91) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC
mit Petrolether/Ethylacetat 1:2.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 63%

C21H2006 (368,13 g/mol)

Schmp.: 57-62°C

UV: Amax (MeOH) 384,9 nm

EIMS (pos. mode) m/z 368 [M]* (34), 353 [M-CH3]" (37), 217 (100);

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,44 (s, 6H, 2x -CHs), 4,02 (s, 3H, -OCHs), 5,57 (d, 1H, J = 10,1 Hz, -H-3’),
6,03 (s, 1H, -H-8’), 6,62 (d, 1H, J = 10,1 Hz, -H-4’), 6,90 (d, 1H, J = 8,2 Hz, -H-5),
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7,13 (dd, 1H, J = 8,2 Hz, 1,9 Hz, -H-6), 7,25 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2), 7,71 (d, 1H, J =
15,6 Hz, -H-B), 7,83 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 8,37 (s, 1H, -OH), 14,73 (s, 1H, -OH)
3C-NMR (Aceton-dg):

5 (ppm): 193,4 (CO), 163,8 (C-2’), 163,3 (C-4’), 161,1 (C-6’), 149,0 (C-4), 146,4 (C-
3), 144,2 (C-B), 128,6 (C-1), 126,4 (C-5"), 125,1 (C-a), 123,3 (C-6), 116,5 (C-5),
115,4 (C-2), 106,6 (C-1’), 103,5 (C-3'), 92,5 (C-5'), 78,9 (C-6”), 56,6 (OCH3), 28,6 (C-
6”-CHs)

2",2”-Dimethylpyrano[2”,3":3",4’']-2",4-dihydroxy-3,6’-dimethoxychalkon (95)
Darstellung aus  2”,2”-Dimethylpyrano[2”,3”:3’,4']-2’-hydroxy-3,6’-dimethoxy-4-
(methoxymethoxy)chalkon (92) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC
mit Petrolether/Ethylacetat 1:2.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 57%

C22H2206 (382,14 g/mol)

Schmp.: 111-114°C

UV: Amax (MeOH) 380 nm

EIMS (pos. mode) m/z 382 [M]" (33), 367 [M-CHs]" (31), 217 (100); HR-EIMS m/z
382,1418 (berechnet fur Cy2H2206 382,1416)

'H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,44 (s, 6H, 2x -CHs), 3,95 (s, 3H, -OCHs), 4,01 (s, 3H, -OCHs), 5,57 (d, 1H,
J=10,1 Hz, -H-3’), 6,04 (s, 1H, -H-8’), 6,63 (d, 1H, J = 10,1 Hz, -H-4’), 6,91 (d, 1H, J
= 8,2 Hz, -H-5), 7,27 (dd, 1H, J = 8,2 Hz, 1,9 Hz, -H-6), 7,34 (d, 1H, J = 1,9 Hz, -H-2),
7,76 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-B), 7,89 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 8,28 (s, 1H, -OH),
14,80 (s, 1H, -OH)

3C-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 193,5 (CO), 163,8 (C-2’), 163,3 (C-4’), 161,2 (C-6’), 150,3 (C-4), 148,8 (C-
3), 1441 (C-B), 128,4 (C-1), 126,4 (C-5”), 125,3 (C-a), 124,0 (C-6), 116,6 (C-5),
112,1 (C-2), 106,6 (C-1"), 103,4 (C-3"), 92,5 (C-5"), 78,9 (C-6"), 56,6 (OCH3), 56,3
(OCHs), 28,6 (C-6"-CHs3)
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2",2"-Dimethyl-3",4"-dihydro-(2H)-pyrano[2”,3":3",4’]-2",4-dihydroxy-6’-
methoxychalkon (98)

Darstellung aus 27,2”-Dimethyl-3”,4”-dihydro-(2H)-pyrano[2”,3”:3’,4’]-2’-hydroxy-6’-
methoxy-4’-(methoxymethoxy)chalkon (97) und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung
durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 1:1.

Oranger Feststoff; Ausbeute: 96%

C21H2205 (354,15 g/mol)

Schmp.: 104-114°C

UV: Amax (MeOH) 370 nm

EIMS (pos. mode) m/z 354 [M]* (100), 261 (25), 234 (32), 179 (74); HR-EIMS m/z
354,1465 (berechnet fur C21H2205 354,1467)

'H-NMR (CDCls):

o (ppm): 1,36 (s, 6H, 2x -CH3), 1,81 (t, 2H, J = 6,7 Hz, -H-3’), 2,64 (t, 2H, J = 6,7 Hz, -
H-4’), 3,88 (s, 3H, -OCHj3), 5,28 (s, 1H, -OH), 5,88 (s, 1H, -H-8), 6,86 (d, 2H, J = 8,8
Hz, -H-3 und -H-5), 7,51 (d, 2H, J = 8,8 Hz, -H-2 und -H-6), 7,75 (d, 1H, J = 15,6 Hz,
-H-B), 7,83 (d, 1H, J = 15,6 Hz, -H-a), 14,81 (s, 1H, -OH)

3C-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 193,2 (CO), 166,5 (C-2’), 161,8 (C-4), 160,7 (C-4’), 161,0 (C-4), 143,4 (C-B),
131,3 (C-2 und C-6), 128,1 (C-1), 125,3 (C-a), 116,8 (C-3 und C-5), 106,0 (C-1’),
102,5 (C-5), 92,7 (C-3"), 76,8 (C-3”), 56,3 (OCH3), 32,6 (C-2"), 29,1 (C-5"), 26,9 (C-
4”), 16,8 (C-17)

2',4,4'-Trihydroxy-6’-methoxy-3'5’-diprenylflavanon (99)

Darstellung aus 2’,6’-Dihydroxy-4,4’-di(methoxymethoxy)-3’,5’-diprenylchalkon (76)
und 3N HCI nach Vorschrift G. Reinigung durch SC mit Petrolether/Ethylacetat 2:1.
Oranger Feststoff; Ausbeute: 64%

Ca5H2505 (408,19 g/mol)

Schmp.: 71-75°C

UV: Amax (MeOH) 295,9 und 345 nm

"H-NMR (Aceton-ds):

o (ppm): 1,59 (s, 3H, -CH3-5"), 1,62 (s, 3H, -CH3-5""), 1,65 (s, 3H, -CH3-4"), 1,75 (s,
3H, -CH3-4"), 3,15 (m, 2H, -H-a), 3,30 (d, 2H, J = 7,5 Hz, -CH>-1"), 3,32 (d, 2H, J =
7,7 Hz, -CH2-1"), 5,14 (t, 1H, J = 7,5 Hz, -CH-2"), 5,18 (t, 1H, J = 7,7 Hz, -CH-2""),
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5,43 (m, 1H, -H-B), 6,90 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -H-3 und -H-5), 7,40 (d, 2H, J = 8,5 Hz, -
H-2 und -H-6), 8,16 (s, 1H, -OH), 8,51 (s, 1H, -OH), 12,48 (s, 1H, -OH-4")

3C-NMR (Aceton-dg):

5 (ppm): 197,9 (CO), 162,3 (C-4’), 160,2 (C-6’), 158,9 (C-2’), 158,6 (C-4), 132,2 und
132,0 (C-3” und C-3"), 131,1 (C-1), 128,8 (C-2 und C-6), 123,4 und 123,3 (C-2” und
C-2"), 116,1 (C-3 und C-5), 108,7 (C-5’), 107,9 (C-3’), 103,4 (C-1’), 79,7 (C-B), 43,5
(C-a), 25,8 (C-5” und C-5"), 22,5 und 21,8 (C-1” und C-1""), 17,9 (C-4” und C-4")

3 Biochemische und pharmakologische Testmethoden

3.1 Testung der synthetisierten Substanzen auf die Zytotoxizitat an

HelLa-Zellen

3.1.1 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Um Zellen langere Zeit lagern zu kénnen, mussen diese kurz vor der Konfluenz
eingefroren werden. Dazu werden sie wie bei der Kultivierung der Zelllinie zunachst
mit 5 ml PBS gewaschen, abgesaugt und mit 3 ml einer Trypsin-Losung (Einwirkzeit
etwa 3-5 Minuten im Inkubator bei 37°C) von der Gefallwand abgeldst. Die Lésung
wird in ein Zentrifugenglas Uberfihrt, mit 3 ml MEM-Medium versetzt und bei 800
Umdrehungen pro Minute, 5 Minuten bei 20°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird
abgesaugt und verworfen. Der Rulckstand wird in 2,1 ml MEM-Medium
aufgenommen und homogenisiert. In einem Cryoréhrchen werden 200 pyl FCS und
100 yl DMSO steril filtriert vorgelegt und 700 ul der Zellsuspension dazu pipettiert
und gemischt. Das Cryoréhrchen wird dann bei -70°C eingefroren (iUber Nacht) und
anschlie3end bei -170°C gelagert.

Zum Auftauen der Zellen legt man die tiefgekuhlten Plastikampullen in ein
Becherglas mit warmem Wasser. Die Zellsuspension wird in ein Zentrifugenglas
uberfuhrt, mit 8 ml MEM-Medium versetzt und bei 800 Umdrehungen pro Minute, 5
Minuten bei 20°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und verworfen.
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Insgesamt wird dieser Vorgang dreimal durchgefiihrt. Anschlieend wird das Pellet in
2 ml Medium suspendiert und in eine 75 cm?Kulturflasche mit 18 ml vorgelegtem
Medium Uberfuhrt.

3.1.2 Zubereitung des Zellmediums

Als Medium (500 ml) der HeLa-Zellen wird phenolrothaltiges MEM-EARLE (mit 0,85
g/l Natriumhydrogencarbonat) verwendet. Dieses wird mit 5 ml L-Glutamin (200 mM),
5 ml NEA (Nicht essenzielle Aminosauren), 800 uyl Amphotericin B (250 ug/ml), 5,5
ml Penicillin Natriumsalz/ Streptomycin Sulfat (P.-Endkonzentration = 30,05 mg in
500 ml; S.-Endkonzentration = 50 mg in 500 ml) und 50 ml FCS (Fetal Calf Serum,

fotales Kalberserum) vermengt und gut geschuttelt. Es wird bei 2-8 °C aufbewabhrt.

3.1.3 Kultivierung der Zelllinie

Die verwendete Zelllinie wachst als Monolayer in 250 ml-Kulturflaschen (75 cm?
Wachstumsflache) in einer Wasserdampf gesattigten, 5 Vol.-% CO,-haltigen
Atmosphare bei 37°C. Die HeLa-Zellen (ATCC CCL17) werden in phenolrothaltigem
MEM-Medium kultiviert. Das Medium ist je nach Wachstum und Zelldichte nach 3-7
Tagen verbraucht und wird gegen frisches ausgetauscht. Kurz vor der Konfluenz wird
das verbrauchte Medium abgesaugt, die Zellen mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen,
erneut abgesaugt und mit 3 ml einer Trypsin-Losung (Einwirkzeit etwa 3-5 Minuten
im Inkubator bei 37°C) von der Gefallwand abgelést. Die Losung wird in ein
Zentrifugenglas Uberfuhrt, mit 3 ml MEM-Medium versetzt und bei 800 Umdrehungen
pro Minute, 5 Minuten bei 20°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und
der Ruckstand mit 5 ml zugegebenem MEM-Medium homogenisiert. In eine neue
Kulturflasche werden nun 500 pl der entstandenen Zellsuspension in 20 ml
vorgelegtes MEM-Medium ausgesat. Die frisch ausgesaten Zellen setzen sich nach
kurzer Zeit am Boden des Kulturgefalles ab und wachsen schon nach wenigen
Stunden als adharente Zellen weiter. Die restlichen 4,5 ml der Zellsuspension

werden verworfen oder flir die Bestimmung der Zytotoxizitat verwendet.
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3.1.4 Bestimmung der Zytotoxizitat im Mikrotiterassay

Der Test wird in einer 96-well Mikrotiterplatte durchgefihrt. Von den zu
untersuchenden Verbindungen wird eine Stammlésung (5 mg/ml) in Ethanol
hergestellt.

Die, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, gewonnene Zellsuspension wird mit Hilfe von
Trypanblau auf ihre Lebensfahigkeit Uberpruft. Dazu werden 10 pl Zellsuspension mit
10 pl Trypanblau-Losung (0,04 g in 10 ml PBS) vermischt und mikroskopisch
uberpruft. Die lebenden Zellen werden in einer Neubauerkammer ausgezahlt. Zur
Bestimmung der Anzahl der Zellen in einem Milliliter wurde, um die Verdinnung und
das Volumen in der Neubauer-Zahlkammer zu berlcksichtigen, der Mittelwert der
vier gezéhlten Quadrate mit 2 x 10* multipliziert.

Fir den Zytotoxicitatsassay wird die Zellzahl auf 150.000 Zellen pro ml eingestellt.

Es werden jeweils neun verschiedene Konzentrationen getestet. Dazu wird eine
Verdunnungsreihe erstellt mit einer Ausgangskonzentration von 50 pg/ml. Die
Verdlinnung erfolgt 1:1 im Test (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,563; 0,78; 0,39; 0,195
pg/ml). Die maximale Endkonzentration von Ethanol betragt 3%.

Nun werden jeweils 75 pl einer Mischung aus Medium und der Substanz in der
entsprechend eingestellten Konzentration in jedes Loch vorgelegt. Dann werden 75
Ml der Zellsuspension dazu pipettiert. Das Gesamtvolumen im Test betragt 150 pl.
Far die Quantifizierung der Zytotoxizitat werden 15 yl einer wassrigen Losung von
MTT (Fluka, 5 mg/ ml in PBS) nach 68 Stunden im Inkubator (Mosmann et al. 1986)
zugegeben. Wahrend der erneuten Inkubation von 4 Stunden bei 37°C setzen die
noch lebensfahigen Zellen das MTT zu einem unléslichen Formazansalz um. Dann
wird vorsichtig das iberstehende Medium mit dem Uberschuss MTT abgesaugt und
das Formazan mit 150 pl einer 10%igen SDS-LAsung (sodium dodecylsulfate) in
Wasser gelost. Nach 24 Stunden Inkubationszeit im Dunkeln bei Raumtemperatur
wird die optische Dichte der gefarbten Ldsungen in einem Mikrotiterplatten-
Autoreader bei 560 nm gemessen.

Fir die Bestimmung der ICs-Werte wird die optische Dichte gegen die
logarithmische Konzentration aufgetragen. Jeder Test wurde in doppelter Ausflihrung
durchgefuhrt und jedes Experiment wurde mindestens dreimal unabhangig
wiederholt (n =6).

Eine Positivkontrolle wurde mit Helenalin (ICsp 0,7 £ 0,1 uM) durchgeftihrt.
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3.2 ORAC-Fluorescein-Assay

Die Durchflhrung erfolgt in einer Greiner bio-one PS Microplatte 96 Well (nicht steril)

3.2.1 Pipettierschema

PB = Phosphatpuffer

LM = Lésungsmittelkontrolle (Ethanol)

¢ = Konzentration in yM

3.2.2 Herstellung der Pufferldsungen

Phosphatpuffer:

75mM,pH=74

Losung A: 13,35 g Na;HPO,4 (Wasserfrei)/l M = 141,96 g/mol 75 mM
Lésung B: 10,35 g NaH,PO4 x HxO/I M =137,99 g/mol 75 mM

Die Lésung B wird langsam zu Losung A zugegeben und mit Hilfe des pH-Meters der
pH-Wert von 7,4 eingestellt.
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Fluorescein:

M = 332,32 g/mol

Es wird eine Stammlésung von 117 uM im Phosphatpuffer hergestellt. Fur eine Platte
werden davon 55,55 pl in 13 ml Phosphatpuffer gegeben, was einer Stoffmenge von
500 nM entspricht. Davon werden 120 pl in jedes well pipettiert, damit im Ansatz eine

Stoffmenge von 300 nM vorliegt.

AAPH:

M = 271,20 g/mol

Fir eine Platte werden 65,088 mg in 6 ml Phosphatpuffer gelést (entspricht 40 mM).
Davon werden 60 pl in jedes well pipettiert, damit im Ansatz eine Stoffmenge von 12

mM vorliegt.

Trolox :

M = 250,29 g/mol

Es wird eine Stammlésung von 8 mM hergestellt, indem 2,00232 mg in 1 ml
Phosphatpuffer gelést werden. Davon ausgehend wird eine Verdinnungsreihe von
10-80 uM in Phosphatpuffer hergestellt. Aus jeder dieser Verdinnungen werden 20

pI pro Loch pipettiert, damit eine Reihe von 1-8 uM Trolox im Ansatz vorliegt.

Synthetisierte Substanzen:

Es wird eine Stammldésung von 1 mg/ml in Ethanol hergestellt. Davon ausgehend
wird eine Verdunnungsreihe mit 5 Konzentrationen im Bereich 1-20 pM in
Phosphatpuffer hergestellt. Aus jeder Verdiunnung werden 20 ul pro Loch pipettiert,

um eine Stoffmenge von 0,1-2,0 yM im Ansatz zu erhalten.

3.2.3 Versuchsdurchfihrung

Der ORAC-Fluorescein-Assay wird nach Davalos et al. in einer 96-Loch
Mikrotiterplatte durchgefuhrt. Die Anordnung auf der Platte erfolgt wie im
Pipettierschema dargestellt. Als Puffer wird 75 mM Phosphatpuffer (pH = 7,4)
verwendet. Pro Platte werden 2 Substanzen in 5 unterschiedlichen Konzentrationen

(0,25 - 1,5 uyM) sowie 8 Kalibrierlosungen mit Trolox als Antioxidationsmittel (1 uM, 2
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MM, 3 uM, 4 uM, 5 uM, 6 uM, 7 uM, 8 uM) gemessen. Alle Verdinnungsreihen
werden fur jede Platte immer frisch hergestellt. Das Endvolumen der

Reaktionsmischung betragt 200 pl pro well. Daraus ergeben sich folgende

Zusammensetzungen:
Trolox: Fluorescein (300 nM) 120 pl
Trolox (1-10 pM) 20 pl
AAPH (12 mM) 60 ul
200 pl
Substanz : Fluorescein (300 nM) 120 pl
Substanz  (0,1-1,5 uM) 20 ul
AAPH (12 mM) 60 ul
200 pl
Blindwert : Fluorescein (300 nM) 120 pl
Puffer (75 mM) 20 ul
AAPH (12 mM) 60 ul
200 pl
LM-Kontrolle: Fluorescein (300 nM) 120 pl
ETOH in Puffer (0,6 Vol%) 20 pl
AAPH (12 mM) 60 ul
200 pl

Von jeder Substanz wird eine Stammldésung (1 mg/ml) in Ethanol hergestellt. Um
auszuschliel3en, dass Ethanol einen Einfluss auf die gemessene Fluoreszenz hat,
wird in jedem Assay eine LM-Kontrolle durchgefuhrt. Die LM-Kontrolle (0,6 Vol % im
Ansatz) unterscheidet sich nicht vom Blindwert. Daher wird flr die Auswertung keine
Lésungsmittel-Korrektur durchgeflhrt.

Die Substanz, Trolox und der Phosphatpuffer werden in den angegebenen Mengen
auf die Platte pipettiert. Dann wird das Fluorescein in alle 96 wells zugegeben und
die Platte 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Zugabe des Radikalstarters AAPH (60
ML) erfolgt moglichst zlgig mit einer Mehrkanalpipette von A bis H (oben nach
unten). Daraufhin wird die kinetische Messung in dem auf 37°C vorgeheizten
Fluorometer sofort gestartet. Es werden je nach Substanz 90-200 Zyklen gemessen

mit einem kinetischen Intervall von 1 min. Die Mikrotiterplatte wird automatisch 1s vor
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jeder Messung geschittelt. Die Detektion findet in einem 96-well-Plattenleser bei 37
°C (Extinktion = 485 nm, Emission = 535 nm) statt.

Jeder Test wurde in vierfacher Ausfuhrung durchgefihrt und jedes Experiment wurde
mindestens dreimal unabhangig wiederholt.

Die ORAC-Werte werden in Trolox-Aquivalenten angegeben, die aus den
Standardkurven von jedem Test ermittelt werden. Der Regressionskoeffizient
zwischen AUC und antioxidativer Konzentration werden ebenfalls fur jedes Beispiel

ermittelt und somit die Lineraritat gepruft.

3.2.4 Einstellungen am Fluorometer

Edit measurement parameters:
General: Fluorescence
Measurement parameters:Fluorescein, Ex 485 nm/Em 535 nm
Gain: 80
Read mode: Top
Integration time: 50 ps
Nr. of flashes: 3

Kinetic: Nr of cycles: 80-200

Interval: Tmin

Valid range: 35-38°C
Shaking: shaking before measurement

Duration: 1 sec

Settle time: 1 sec
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1 Verwendete Abklrzungen

Abb.
AAPH
abs
AUC
B-PE

bzw.

CDCl3
Cl
COSY

Cox

2d

dd

DC

DCM
DMSO-ds
ECso-Wert

EE
El
em
eq
ER
EtOH
eV
ex
FCS
Ger

Abbildung
2,2’-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochlorid
absolut

area under curve

B-Phycoerythrin

beziehungsweise

Kohlenstoff

Chloroform deuteriert

chemische lonisation

Correlated Spectroscopy

Cyclooxygenase

chemische Verschiebung

Dublett

zweidimensional

Dublett vom Dublett
Dunnschichtchromatographie
Dichlormethan

Dimethylsulfoxid, vollstandig deuteriert
Konzentration, bei der die Produktion eines
Nachweisproteins um 50% gehemmt wird
Ethylacetat

Elektronische lonisierung (positiver Modus:El+)
Emission

Aquivalent

Estrogenrezeptor

Ethanol

Elektronenvolt

Anregung (excitation)

fetal calf serum

Geranyl
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H
HCV
HIV
HMBC
HOAc
HSQC
HSV
Hz
ICs0

in vivo
J

kDa
konz.
Lit
Lsg.
LM

m

M

M
MeOH
MEM
MEM
MG
MHK
MHz
MOM
MS
m/z
MTT

NMR
NOESY

Wasserstoff

Hepatitis C Virus

human immunodeficiency virus
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Essigsaure

Heteronuclear Single Quantum Coherence
Herpes simplex Virus

Hertz

Konzentration, die zu einer 50%-igen Verringerung der Messgrolie
fuhrt

Im lebenden Organismus durchgefuhrt
NMR-Kopplungskonstante

kilo Dalton

Konzentriert

Literatur

Ldsung

Ldsungsmittel

Multiplett

molar, mol/L

Molekulion

Methanol

Modified Eagles Medium
2-Methoxyethoxymethyl
Molekulargewicht

Minimale Hemm-Konzentration
Megahertz

Methoxymethoxy

Massenspektrometrie

Verhaltnis von Masse (u) zu Ladung (e)
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid

normal

Nuclear magnetic resonance

Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy
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ORAC
p 53
p.a.
PBS
PE
Pr
ppm
ROS
RT

s

SC

Schmp.

t

Tab.
TE
Temp
THF
Trolox
UpM
uv
v/iv
(2¢)
puMol
Xan
z.B.

Oxygen Radical Absorbance Capacity
Protein mit Molekulargewicht 53 kDa
pro analysis

phosphat buffered saline

Petrolether 40/60

Prenyl

parts per million

Reactive Oxygen Species
Raumtemperatur

Singulett

Saulenchromatographie
Schmelzpunkt

Triplett

Tabelle

Trolox-Aquivalente

Temperatur

Tetrahydrofuran

6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-Carbonsaure

Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett (190 - 400 nm)
Volumenanteile
Mikrogramm

Mikromol

Xanthohumol

zum Beispiel
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